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Dr. med.MarkusScḧulke–Gerstenfeld
geboren am 05. Juli 1962 in Bleicherode (Harz)
Pr̈asident der Humboldt-Universiät zu Berlin:
Prof. Dr. J̈urgen Mlynek
Dekan der Medizinischen Fakultät:
Prof. Dr. Joachim Dudenhausen
Vorsitzender der Habilitationskommission:
Prof. Dr. Ulrich Frei
Gutachter:
1. Prof. Dr. Heinz Reichmann, Dresden
2. Prof. Dr. Thomas Meitinger, M̈unchen
eingereicht am: 10. M̈arz 2001
Datum des Vortrags vor dem Fakultätsrat: 26. M̈arz 2002
Abstract
Mitochondria have a crucial role in the energy metabolism of the cell, since they con-
stitute the main place for ATP – production. Defects in the mitochondrial metabolism
are associated with a wide spectrum of diseases. Due to their high energy demand brain
and muscles are regularly affected (epilepsy, ataxia, myopathy). This work describes
the cloning of nuclear encoded genes of complex I of the mitochondrial respiratory
chain. The main interest is directed towards the 51 kDa subunit (NDUFV1) since, due
to its NADH2 – binding domain, it constitutes the entry port into complex I. Therein the
first mutations are described, which lead to severe developmental delay, leukencepha-
lopathy and muscular hypotonia in infants. Additionally patients with isolated complex
III – deficiency are examined molecularly and are classified according to their clinical
symptoms. In one patient isolated complex III deficiency and a mutation in the mito-
chondrialcytochrome b– gene are associated with septo – optic dysplasia. At the end
problems with prenatal diagnosis of mitochondrial diseases and the peculiarities of ge-
netic counselling of affected families are discussed.
Keywords:
mitochondrium, prenatal diagnosis, complex I, complex III
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Zusammenfassung
Mitochondrien haben eine entscheidende Rolle im Zellmetabolismus, da sie den Haupt-
ort der ATP – Produktion darstellen. Störungen des mitochondrialen Metabolismus
sind mit einem weiten Spektrum von Erkrankungen assoziiert. Das Gehirn und die
Muskulatur sind aufgrund ihres hohen Energiebedarfs dabei oft betroffen (Epilepsie,
Ataxie, Myopathie). Diese Arbeit beschreibt die Klonierung von nukleären Genen des
Komplexes I der mitochondrialen Atmungskette. Besonderes Augenmerk wird dabei
auf die 51 kDa Untereinheit (NDUFV1) gerichtet, da sie mit ihrer Bindungsstelle für
NADH2 die Eintrittspforte in den Komplex I darstellt. In dieser Untereinheit werden
die ersten Mutationen beschrieben, die bei Kindern zu schwerer Entwicklungsretar-
dierung, Leukenzephalopathie und Muskelhypotonie führen. Im weiteren werden Pa-
tienten mit isoliertem Komplex III Mangel molekulargenetisch untersucht und klassi-
fiziert. Bei einem Patienten war ein isolierter Komplex III – Mangel und eine Mutation
im mitochondrialenCytochrom b– Gen mit einer septo – optischen Dysplasie verge-
sellschaftet. Am Ende beschreibt die Arbeit die Probleme der pränatalen Diagnostik
mitochondrialer Erkrankungen und die Besonderheiten der genetischen Beratung be-
troffener Familien.
Sclagẅorter:
Mitochondrium, Pr̈anataldiagnostik, Komplex I, Komplex III
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Vorwort
Mein Interesse an den mitochondrialen Erkrankungen wurde durch die Antrittsvorle-
sung von Frau PD Dr. Heidemarie Neitzel 1994 geweckt. Ihr damaliger Vortrag hatte
den Titel
”
Was Mendel nicht wußte“ und handelte von den Besonderheiten der mater-
nalen Vererbung mitochondrialer Erkrankungen. Einen weiteren Anstoß gaben Lau-
rence D. Hurst und William D. Hamilton in ihrem Artikel
”
Cytoplasmatic fusion and
the nature of sexes “ (Proc R Soc Lond B1992;247, 189 – 194), die aufgrund theore-
tischerÜberlegungen den Mitochondrien eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
Zweigeschlechtlichkeit ḧoherer Lebewesen zuschrieben.
In der folgenden Zeit suchte ich unter den Patienten unserer neuropädiatrischen Abtei-
lung nach Kindern mit Mitochondriopathien. Biochemische und genetische Untersu-
chungen f̈uhrten zu ersten Kontakten mit dem Institut f¨ r Humangenetik (damals noch
der Freien Universiẗat Berlin). Mein Dank gilt hier Frau PD Dr. H. Neitzel und Herrn
Prof. Dr. K. Sperling, die diese ersten wissenschaftlichen Schritte durch ihren Rat und
technische Hilfe unterstü zten.
Die Verwirklichung meiner wissenschaftlichen Pläne gelang jedoch erst mit Hilfe
von Herrn Prof. Dr. C. Ḧubner, dem ich hier f̈ur seine fortdauernde tatkräftige Un-
tersẗutzung und f̈ur die akademische Freiheit an seiner Abteilung besonders danken
möchte. Ein Forschungsstipendium der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Schu 1187/1-
1) erm̈oglichte mir von 1997 – 1999 einen zweijährigen Forschungsaufenthalt am Nij-
megen Center for Mitochondrial Disorders in den Niederlanden. Prof. Dr. F. Trijbels,
Prof. Dr. J. Smeitink, Dr. W. Ruitenbeek, Dr. B. van den Heuvel und Dr. E. Mariman
betreuten die Forschungsprojekte und die ersten Publikationen, wofür ich ihnen sehr
danke. Mein herzlicher Dank gilt auch Antoon Janssen und Melan Bakker, meinen ei-
gentlichen Lehrern am Labortisch.
Der Forschungskommission der Charité danke ich f̈ur die finanzielle und patentan-
waltliche Hilfe bei der Patentanmeldung der Fluoreszenz – Genotypisierung und bei
der Einrichtung eines eigenen Labors. Mein Dank gilt nicht zuletzt allen Patienten und
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ihren Familien, die sich an den Forschungsprojekten beteiligten, und den zahlreichen
deutschen und europäischen Kolleginnen und Kollegen, die mir Daten und Material
ihrer Patienten zur Verfügung stellten.
Berlin, im März 2001
Dr. Markus Scḧulke – Gerstenfeld
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VIII
INHALTSVERZEICHNIS IX
5.1.6 Messung der Komplex III – Aktivitäten . . . . . . . . . . . . 42
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5.1.9 Messung der Proteinkonzentrationen. . . . . . . . . . . . . . 43
5.2 Molekulargenetische Techniken. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
5.2.1 Klonierung derNDUFV1-cDNA . . . . . . . . . . . . . . . . 44
5.2.2 Klonierung der genomischenNDUFV1– DNA . . . . . . . . 46
5.2.3 Amplifikation derNDUFV1– Promotorregion.. . . . . . . . 46
5.2.4 Primerset zum Mutationsscreening mitochondrialer tRNAs. . 47
5.2.5 Sequenzierung der DNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
5.2.6 Haplotypanalyse mit Fluoreszenzmarkern. . . . . . . . . . . 49
5.3 Quantitative Analyse der DNA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
5.3.1 Gewebsverteilung derNDUFV1– mRNA . . . . . . . . . . . 52
5.3.2 Quantifizierung der mutierten mitochondrialen DNA. . . . . 52
5.4 Verbrauchsmittel und verwendete Software. . . . . . . . . . . . . . 54
6 Ergebnisse und Diskussion 55
6.1 Ergebnisse I:Aufkl ärung derNDUFV1– Gensequenz. . . . . . . . 55
6.1.1 Die cDNA – Sequenz derNDUFV1– Untereinheit . . . . . . 56
6.1.2 Die genomische Sequenz derNDUFV1– Untereinheit . . . . 59
6.1.3 Bedeutung der Homologie zwischen den GenenNDUFV1und
IP30 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62
6.1.4 Mutationen imNDUFV1 – Gen bei Patienten mit isoliertem
Komplex I – Mangel . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
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Mitochondriopathien sind ihrer Natur nach vielgestaltige Erkrankungen und beschäf-
tigen viele medizinische Fachrichtungen wie Neurologie, Endokrinologie und Oph-
thalmologie. Bei den meisten Patienten steht die neurologische Symptomatik im Vor-
dergrund. Sie umfasst Belastungsinsuffizienz der Muskulatur, Enzephalopathien mit
schwer therapierbaren Epilepsien, dementieller Abbau, Seh – und Hörsẗorungen und
Schlaganfall –̈ahnliche Episoden [166, 118, 119].
Eine bev̈olkerungsepidemiologische Studie zum Vorkommen von Mitochondriopathien
in Mittelengland ergab eine Prävalenz rein mitochondrial kodierter Erkrankungen von
6,57 pro 100.000 Einwohner [33]. Damit haben diese eine hö ere Pr̈avalenz als die Du-
chenn’sche Muskeldystrophie (3,2 pro 100.000 Einwohner) und die myotone Dystro-
phie (5,0 pro 100.000 Einwohner) und liegen gleichauf mit der Chorea Huntington (6,4
pro 100.000 Einwohner) und der amyotrophen Lateralsklerose (6,2 pro 100.000 Ein-
wohner). Nur ein Teil der Mitochondriopathien ist durch Mutationen in der mitochon-
drialen DNA verursacht [123], so daß sich die Prävalenz erheblich erhöht, wenn man
auch nuklëar kodierte mitochondriale Stoffwechseldefekte hinzurechnet. Eine bevöl-
kerungsepidemiologische Studie hierzu wurde in Finnland durchgefü rt. Bei Kindern
lag die Gesamtprävalenz von Mitochondriopathien dort bei 17,4 pro 100.000 Einwoh-
ner [201].
Aufgrund ihrer Schl̈usselstellung im aeroben Energiestoffwechsel der Zelle führt ei-
ne Sẗorung der Mitochondrienfunktion meist zu einem klinischen Mischbild, bei dem
insbesondere Gewebe mit hohem Energiebedarf betroffen sind. Dazu zählen:
• Gehirn (Epilepsie, Ataxie, mentale Retardierung, Schlaganfall-ähn iche Episo-
den)
1
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• Muskulatur (Myopathie, Kardiomyopathie)
• Endokrine Organe (Hypothyreose, Hypoparathyreoidismus, Diabetes mellitus
und/ oder insipidus)
• Sinnesorgane (Retinitis pigmentosa, Innenohrschwerhörigkeit)
• Nieren (Niereninsuffizienz, Fanconi – Syndrom)
• Darm (chronische Durchfälle)
• Pankreas (endokrine und exokrine Pankreasinsuffizienz)
Eine Vielzahl unterschiedlicher Enzymdefekte können eine Mitochondriopathie ver-
ursachen. Die meisten mitochondrialen Defekte betreffen die Atmungskette. In die-
ser werden energiereiche Substrate (NADH2, FADH2) aus dem Citratzyklus oxidiert
und die freie Energie zur ATP – Bildung genutzt (oxidative Phosphorylierung). Ei-
ne Sẗorung dieser Kopplung von Elektronentransport und ATP – Produktion beein-
trächtigt den gesamten aeroben Stoffwechsel. Ein erhöhter ATP – Bedarf bei Streß,
Belastung und Infektionskrankheiten kann gefährliche metabolische Dekompensatio-
nen ausl̈osen, weil sich der erḧohte Energiebedarf nur duch Steigerung der anaeroben
Glykolyse oder der Fettsäureoxidation decken läßt. Als Endprodukte dieser alterna-




Grundlagen“ wird nach einer kurzen historischenÜbersicht eine Aus-
wahl bisheriger Erkenntnisseüber Struktur und Funktion des Mitochondriums und der
Atmungskette dargelegt. Dabei werden die Atmungskettenkomplexe I und III beson-
ders ber̈ucksichtigt, da sie den zentralen Anteil meiner Arbeit bilden. Anschließend
werden die Besonderheiten der Vererbung mitochondrialer Erkrankungen und die Pro-
bleme der genetischen Beratung betroffener Familien erörtert.




Kasuistiken“ werden die Anamnese, die klinischen Befunde und die ap-
parativen Untersuchungsbefunde einiger ausgewählter Patienten vorgestellt, bei denen
entweder neue Mutationen in den Atmungskettenkomplexen gefunden wurden oder
die aufgrund anderer Aspekte von Interesse waren.
Im Kapitel 5 werden die in der Arbeit angewendeten biochemischen und molekularge-
netischen Techniken beschrieben.
KAPITEL 1. EINLEITUNG 3
Aus Gr̈unden derÜbersichtlichkeit ist das Kapitel 6 in vier thematische Abschnitte
gegliedert, in denen die jeweiligen Ergebnisse getrennt dargestellt und im Anschluß
daran diskutiert werden. In den beiden ersten Abschnitten 6.1 und 6.2 werden die Un-
tersuchungsergebnisse zu den Atmungskettenkomplexen I und III dargelegt und dis-
kutiert. In Abschnitt 6.3 werden die Befunde des Mutationsscreenings bei mitochon-
drialen transfer – RNAs vorgestellt und diskutiert. Im letzten Abschnitt 6.4 werden die




Die Verbesserung des Lichtmikroskops durch Ernst Abbe (1880) ermöglichte erstmals
den Blick auf die Morphologie subzellulärer Bestandteile. Der Anatom Richard Alt-
mann beschrieb 1890 solche
”
cytoplasmatischen Organellen“, welche er als
”
Elemen-
tarorganismen der Zelle“ bezeichnete [4]. Der Begriff
”
Mitochondrium“ wurde etwas
sp̈ater durch Benda (1897) geprägt und setzt sich aus den griechischen Wörtern f̈ur Fa-
den (µιτ óς) und Korn (χóνδρoς) zusammen [16]. Die Auflösungsverbesserung durch
das Elektronenmikroskop erm̈oglichte weitere Einblicke in den Aufbau des Mitochon-
driums: 1953 beschrieb Palade die Doppelmembranstruktur und die Cristae im Inneren
des Mitochondriums [147].
Als die biochemischen Reaktionswege des Citratzyklus (Krebset al., 1937) und der
Fetts̈aureoxidation (Kennedy & Lehninger, 1949) in den Mitochondrien lokalisiert
wurden, wurde deutlich, daß sie die aeroben Energieproduzenten der Zelle sind [113,
104]. Keilin & Hartee (1939) postulierten eine schrittweise Oxidation von NADH2
mit konsekutiverÜbertragung von Elektronen auf molekularen Sauerstoff[102]. Sie
nannten dieses Modell die
”
Atmungskette“. Die freie Energie dieses schrittweisen
Elektronentransfers wird benutzt, um Protonen gegen einen Gradienten aus der Mito-
chondrienmatrix in den intermembranösen Raum zu
”
pumpen“. Mitchell (1961) be-
wies, daß dieser Protonengradient die treibende Kraft der ATP – Synthese durch Kom-
plex V (ATPase) ist [136]. Walkeret al. (1995) gewannen durch Kristallisationsstudi-
en an Komplex V grundlegende Erkenntnisse darübe , wie der Protonenrückstrom aus
dem intermembran̈osen Spalt in die Mitochondrienmatrix mit der Reaktion ADP + Pi
−→ ATP gekoppelt ist [210].
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Lange Zeit glaubte man, die Mitochondrien seien von Zellkern unabhängige Organel-
len, doch die meisten mitochondrialen Enzyme werden im Cytosol synthetisiert und
dann in das Mitochondrium importiert. Schleyer & Neupert (1985) entdeckten an der
äußeren Mitochondrienmembran Kontaktstellen,über die der Transport der Polypep-
tide in die Mitochondrienmatrix stattfindet [165]. Der Importmechanismus von Poly-
peptiden durch die Mitochondriendoppelmembran ist ein unvollständig verstandener
Prozeß, an dem zahlreiche Proteinkomplexe (Transmembran – Transportproteine) be-
teiligt sind. Die am endoplasmatischen Retikulum synthetisierten Polypeptide haben
in der Regel eine Zielsequenz (oder
”
Adresse“), die sie an Oberflächenrezeptoren der
äußeren Mitochondrienmembran binden läßt. Im Anschluß daran werden die Poly-
peptide in einem energieverbrauchenden Prozeß in die Mitochondrienmatrix impor-
tiert. Dort wird die Zielsequenz durch Chaperonine entfernt und das Protein faltet sich
spontan in seine dreidimensionale Gestalt [68]. Weitere sogenannte Assembly – Pro-
teine sind am Zusammenbau der Einzelkomponenten zu den Multiproteinkomplexen
der Atmungskette beteiligt [105], die zu den den kompliziertesten aller bekannten bio-
logischen Strukturen zählen.
Seit 1963 weiß man, daß das Mitochondrium ein eigenes Genom besitzt, welches
manchmal als das
”
47. Chromosom“ bezeichnet wird [142]. Die mitochondriale DNA
ist ein zirkul̈ares Molek̈ul und im Gegensatz zur nukleären DNA nicht an Histone
gebunden. Sie besteht aus 16.569 Basenpaaren und repräsentiert somit weniger als
0.0005% des gesamten menschlichen Genoms. Sie kodiert 22 mitochondriale tRNAs,
13 Strukturproteine der Atmungskettenkomplexe I, III, IV und V und die mitochon-
driale ribosomale RNA [6]. Alle anderen der mehr als 300 mitochondrialen Proteine
werden aus dem Cytosol importiert. Die Untersuchung der mitochondrialen DNA hat
inzwischen von der Molekulargenetik angeborener Stoffwechselerkrankungen¨ ber fo-
rensische Anwendungen bis zur Anthropologie ein weites Anwendungsfeld gefunden.
So konnte die Abstammung des Menschen aus Afrika (
”
Out of Africa“ – Theorie)
durch Untersuchungen der mitochondrialen DNA erhärtet und ein
”
Stammbaum der
Menschheitsgeschichte“ erstellt werden [206].
Die Koordination von Translation, Transport und Zusammenbau der Multiproteinkom-
plexe erfordert eine rege Interaktion zwischen Zellkern und Mitochondrium. Virba-
sius et al. (1994) konnten zeigen, daß das Zusammenspiel von Zellkern und Mito-
chondrium unter anderem durch Transkriptionsfaktoren gesteuert wird, die sowohl in
der nuklëaren DNA als auch in der mitochondrialen DNA Bindungsstellen aufweisen
[207]. Die Bedeutung der Transkriptionsfaktoren wird in einen knockout – Mausmo-
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dell deutlich, in welchem der mitochondriale Transkriptionsfaktor A inaktiviert wurde.
Homozygote Embryonen starben in utero, da sie keine mitochondriale DNA aufwie-
sen. Bei heterozygoten Tieren fand man nur subtile biochemische Veränd ungen und
eine um 50% reduzierte Anzahl mitochondrialer DNA – Kopien [115].
In Anbetracht des Zusammenspiels von Transport – und Importmechanismen mit ver-
schiedenen Stoffwechselfunktionen ist es nicht verwunderlich, daß die Störung dieser
Prozesse zur Einschränkung der aeroben Energieproduktion und somit zu Multisy-
stemerkrankungen führen kann. Dabei sind in der Regel Gewebe mit hohem Ener-
gieumsatz betroffen. 1959 beschrieben Ernesteret al.erstmalig eine Patientin mit ge-
steigertem Grundumsatz, bei der sie eine Mitochondriopathie vermuteten [58]. Vier
Jahre sp̈ater wiesen Engel & Cunningham in der Muskelbiopsie dieser Frau abnorme
Mitochondrien nach [55]. Die Mitochondrien stellten sich als Aggregate vergrößerter
und geschwollener Einzelorganellen dar. In der modifizierten Gomori – Trichrom –
Färbung fielen sie durch ihre rote Anfärbung auf, im Gegensatz zur Azurfarbe der nor-
malen Muskelzellen (Abb.2.1Seite7). Sie bezeichneten dieses Erscheinungsbild mit
dem heute allgemein̈ublichen Begriff:
”
ragged – red – fibers“.
Der vermehrte Nachweis von ragged – red – fibers ist ein wichtiger Hinweis für das
Vorliegen einer Mitochondriopathie, insbesondere für mitochondriale tRNA – Muta-
tionen [44]. Vereinzelt wurden ragged – red – fibers auch bei Mutationen in mito-
chondrialen Strukturgenen gefunden, die für Proteinuntereinheiten der Atmungsket-
tenkomplexe kodieren (z. B. imCytochrom b-Gen) [100]. Bei der Mehrzahl der mito-
chondrialen Strukturgen – Mutationen werden jedoch keine ragged – red – fibers ge-
funden, so daß ihre Abwesenheit eine Mitochondriopathie nicht ausschließt [44].
Die genetische Ursache einer Mitochondriopathie wurde parallel von Lestienne & Pon-
sot (1988) und von Holtet al. (1988) bei Patienten mit Kearns – Sayre – Syndrom
entdeckt [83, 120]. Sie fanden in der mitochondrialen DNA einiger dieser Patienten
größere Deletionen von 3.000 bis 7.000 bp Länge. Gotoet al.(1990) konnten bei Pati-
enten mit MELAS – Syndrom eine Punktmutation in der mitochondrialen Sequenz f¨ r
die tRNA – Leucin und Schoffneret al. (1990) beim MERRF – Syndrom eine Punkt-
mutation in der tRNA – Lysin nachweisen [70, 174].
Kennzeichnend f̈ur krankheitsverursachende Mutationen der mitochondrialen DNA ist
ihr heteroplasmisches Auftreten. Dies bedeutet, daß in einem Gewebe sowohl mutierte
als auch Wildtyp – DNA – Molek̈ule vorliegen.Überschreitet der Heteroplasmiegrad
eine Schwelle von 50 – 80% mutierter mitochondrialer DNA, wird der Defekt klinisch
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Abbildung 2.1: Cytochrom c Oxidase (COX) – F̈arbung: (A) M. quadriceps eines Patienten mit Mito-
chondriopathie. Die Faser mit den scholligen COX – Aggregaten (?) entspricht einer pathologisch veränder-
ten ragged – red – fiber. In (B) ist eine Normalkontrolle zum Vergleich dargestellt. Hämatoxilin – Eosin-Färbung:
(C) Darstellung von ragged – red – fibers in der HE – Färbung (?). (D) Normalkontrolle. Gomori – Trichrom –
Färbung: (E) Darstellung einer ragged – red – fiber in der Gomori – Trichrom – Färbung (?). Die subsarkolem-
malen, rot angefärbten Aggregate entsprechen Ansammlungen pathologisch veränderter Mitochondrien.
(F) Normalkontrolle. (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Frau Prof. Stoltenburg – Didinger, Institut
für Neuropathologie der Freien Universität Berlin.)
manifest. In der Regel geht ein hoher Heteroplasmiegrad mit einem schweren Krank-
heitsverlauf einher. Der Heteroplasmiegrad schwankt jedoch in unterschiedlichen Ge-
weben und selbst in benachbarten Zellen [175] und bedingt die ḧaufig unterschied-
lichen Erstmanifestationssymptome selbst bei Patienten mit gleichem Genotyp [45].
Der Heteroplasmiegrad kann sich im Alter erhöhen [214]. Dies erkl̈art die Tendenz
zur Progredienz der Erkrankung mit fortschreitendem Alter.
2.2 Aufbau und Funktion der Atmungskette
Die oxidative Phosphorylierung und die Photosynthese sind die wichtigsten biologi-
schen Energieumwandlungsprozesse. Durch sie wird in der Natur die größte Menge
des ben̈otigten ATP produziert. Bei der oxidativen Phosphorylierung wird die bei der
Sauerstoffreduktion freiwerdende Energie zur ATP – Synthese genutzt. Diese chemi-
schen Reaktionen spielen sich an der inneren Mitochondrienmembran zwischen Ma-
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des schrittweisen Elektronenflusses durch die Atmungskette. Ein-
trittspforten in die Atmungskette sind für das NADH2 der Komplex I und für das Succinat der Komplex II. Beide
Substrate entstammen dem Citratzyklus. NADH2 fällt außerdem bei der β – Oxidation an. Das FADH2 ist als
prosthetische Gruppe kovalent an den Komplex II gebunden. Die Komplexe I und II übertragen Elektronen
auf Ubichinon. Ubichinon, als
”
frei bewegliche“ Komponente der Atmungskette, transportiert diese weiter
zu Komplex III. Komplex III überträgt die Elektronen auf Cytochrom c, welches wiederum seine Elektronen
über Komplex IV auf molekularen Sauerstoff überträgt. Die Bildung von ATP aus ADP und Phosphat erfolgt
ausschließlich an Komplex V (ATPase). Dafür ist eine strukturelle/topische Kopplung von Elektronentransport
und ATP – Synthese erforderlich, wie sie nur durch die intakte Doppelmembranstruktur des Mitochondriums
gewährleistet ist.
trix und intermembran̈osem Raum ab. Die summarischen Reaktionen der oxidativen
Phoshorylierung, bei denen die energiereichen Substrate NADH2 (aus dem Citratzy-
klus und aus derβ – Oxidation) und FADH2 (aus dem Citratzyklus) oxidiert werden,
lauten:
NADH +H+ + 1
2
O2 −→ H2O +NAD+ (∆G0 = -220 kJ/mol)
FADH +H+ + 1
2
O2 −→ H2O + FAD+ (∆G0 = -152 kJ/mol)
Die hohe freiwerdende Energie (∆G0) dieser Reaktion kann im Mitochondrium nicht
auf einmal in ATP fixiert werden, da die ATP – Synthese aus ADP und Pi nur 51,8
kJ/mol verbraucht. Die freie Energie der Gesamtreaktion wird daher in einer Kette
von Teilreaktionen freigesetzt, so daß in jedem Schritt die freie Energie in einem ho-
hen Wirkungsgrad in chemisch fixierte Energie (ATP) umgesetzt werden kann. Bei
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Atmungskette. Alle Atmungskettenkomplexe befinden sich
an der inneren Mitochondrienmembran. Der Elektronenfluß von Komplex I bis Komplex IV ist in Abb. 2.2
dargestellt. Der Protonenstrom durch die Komplexe I, III und IV ist mit blauen Pfeilen gekennzeichnet. Die
erhöhte Protonenkonzentration im intermembranösen Spalt führt dort zu einer Ansammlung positiver La-
dungsträger und zum Abfall des pH. Die Protonen strömen über den Komplex V (ATPase) zurück in die
Mitochondrienmatrix. Die freie Energie dieses Rückstromes wird zur Synthese von ATP aus ADP + Pi genutzt.
den Teilreaktionen fließen die Elektronenüber mehrere in Reihe geschaltete Redox-
zentren mit zunehmend positivem elektrochemischem Potential. Dieser Prozeß wird
daher Atmungskettenreaktion genannt.




+ + 2e− −→ H2O
Die Redoxzentren sind̈uber die Atmungskettenkomplexe I bis IV verteilt. Sie sind in
den Multiproteinkomplexen fest verankerte Eisen – Schwefel – Cluster und Häm –
Gruppen. Dagegen funktionieren Ubichinon und Cytochrom c aufgrund ihrer freien
Beweglichkeit in der Membran als
”
Elektronentransporter“ zwischen den Atmungs-
kettenkomplexen. Die Atmungskettenkomplexe werden entsprechend ihrer biochemi-
schen Funktion in der Elektronentransportkette nach ihrem Elektronendonor und Elek-
tronenakzeptor benannt:Komplex I: NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (oxidiert NADH2
und reduziert Ubichinon);Komplex II: Succinat:Ubichinon Oxidoreductase (oxidiert
Succinat [via FADH2] und reduziert Ubichinon);Komplex III: Ubichinol:Cytochrom
c Oxidoreduktase (oxidiert Ubichinol und reduziert Cytochrom c);Komplex IV: Cy-
tochrom c Oxidase (oxidiert Cytochrom c und reduziert molekularen Sauerstoff)
Es ist eine Besonderheit der Atmungskette, daß die Bildung von ATP nicht direkt an
den f̈ur den Elektronentransport zuständigen Enzymkomplexen erfolgt, sondernüber
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Abbildung 2.4: Zusammensetzung der Atmungkettenkomplex – Untereinheiten. Die blaue Zahl bezeichnet
die Anzahl der mitochondrial kodierten, die rote Zahl die der nukleär kodierten Untereinheiten. Komplex I
ist mit 42 Untereinheiten der größte, Komplex II mit 4 Untereinheiten der kleinste Atmungskettenkomplex.
Komplex II ist der einzige Atmungskettenkomplex, der ausschließlich nukleär kodiert wird.
einen Umweg, der auch alsKopplung der oxidativen Phosphorylierung bezeichnet
wird. Die Kopplung von Elektronentransport und ATP – Synthese setzt eine intak-
te mitochondriale Membranstruktur voraus (Abb.2.3). Zersẗort man diese Membran-
struktur, k̈onnen die einzelnen Atmungskettenkomplexe zwar noch Elektronen trans-
portieren, die ATP – Bildung kommt jedoch zum Erliegen. In intakten Mitochondrien
benutzen die Komplexe I, III und IV die freie Energie des Elektronentransports, um
Protonen gegen einen Konzentrationsgradienten aus der Mitochondrienmatrix in den
intermembran̈osen Raum zu pumpen. Dort häufen sich Protonen an und führen zum
Absinken des pH. Die angesammelten Protonen laufen entlang eines pH – Gradien-
ten durch den Komplex V (ATPase) in die Mitochondrienmatrix zurück. In r̈ontgen-
diffraktometrischen Studien konnten Walkert al. (1995) zeigen, daß Komplex V
die Form eines Pilzes mit Stiel und Kappe hat[210]. Die Kappe ragt in die Mito-
chondrienmatrix hinein. Durch den Protonenrückfluß wird der Stielin Drehung ver-
setzt,̈ahnlich dem Rotor eines Elektromotors [109]. Der Stiel ist etwas gebogen, so daß
seine Rotation
”
mechanische“ Verformungen (Konformationsä derungen) der Molekülstruk-
tur der Pilzkappe verursacht. Der ständige Wechsel zwischen zwischen 3 unterschied-
lichen Konformationen bringt die Reaktionspartner ADP und Pi in eine g̈unstige Lage
zueinander, so daß sie an der Pilzkappe binden (Konformation 1), miteinander reagie-
ren (Konformation 2) und wieder abdiffundieren (Konformation 3).
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Abbildung 2.5: Räumliche Struktur des Atmungskettenkomplexes I, wie sie aus elektronenmikroskopischen
und Fraktionierungsstudien abgeleitet wurde. Der Gesamtkomplex kann biochemisch in 3 Teilfraktionen
zerlegt werden: eine Flavoprotein – (gelb), eine Eisen – Schwefelprotein – (grün) und eine hydropho-
be Fraktion (blau). Die Proteine der hydrophoben Fraktion verankern den Komplex in der inneren Mito-
chondrienmembran und formen die Ubichinon(CoQ) – Bindungsstelle. Alle mitochondrial kodierten Kom-
plex I – Untereinheiten befinden sich in der hydrophoben Fraktion. Die grün und gelb gezeichneten Anteile
stellen das katalytische Zentrum des Komplexes dar und enthalten die Redoxzentren in Form von Eisen –
Schwefel (FeS) – Clustern. Die in dieser Arbeit untersuchte NDUFV1 – Untereinheit des Komplexes I (Punktlinie,
orangener Anteil) weist neben einem Eisen – Schwefel – Cluster auch die NADH2 – Bindungsstelle auf und be-
sitzt als prosthetische Gruppe das FMN, welches kovalent mit der Untereinheit verbunden ist. NDUFV1 bildet
somit die
”
Eintrittspforte“ der Elektronen in die Atmungskette.
Da die vorliegende Arbeit insbesondere die Atmungskettenkomplexe I und III unter-
sucht, wird die Ultrastruktur dieser beiden Komplexe genauer beschrieben.
2.2.1 Struktur des Komplexes I
Die genauesten Erkenntnisseüber die Struktur des Komplexes I stammen aus Untersu-
chungen am Rind. Die Gruppe von Walkeret al.(Nobelpreis f̈ur Chemie, 1997) identi-
fizierte und sequenzierte alle bekannten Untereinheiten des bovinen Komplexes I und
untersuchte den Gesamtkomplex hinsichtlich seiner Zusammensetzung [211, 60, 154,
62]. Aufgrund bisher un̈uberwindlicher technischer Probleme bei der Kristallisation
des Gesamtkomplexes existieren keine hochauflösenden r̈ontgendiffraktometrischen
Daten zu seiner molekularen Struktur.∗ Grigorieff (1998) konnte jedoch diëaußere
Struktur mittels elektronenmikroskopischer Techniken bis zu 22Å auflösen [73]. Er
beschrieb ein L – f̈ormiges Gebilde, das an einen Stiefel erinnert. Der größte Teil des
Komplexes liegt in der inneren Mitochondrienmembran und ein Arm ragt in die Mito-
∗Unter
”
molekular“ ist hierbei eine Strukturauflösung von unter 3̊A zu verstehen.
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chondrienmatrix hinein.
Der menschliche Komplex I besteht aus 41 Untereinheiten, von denen 7 mitochondrial
und 34 nuklëar kodiert sind (Tabelle2.1). Der Gesamtkomplex mit einem Molekular-
gewicht vonüber 1.000 Kilodalton l̈aßt sich biochemisch in 3 Unterfraktionen spalten
[67]. Dies sind die Flavoprotein – Fraktion, die Eisen – Schwelfelprotein – Frakti-
on und die hydrophobe Protein – Fraktion. Die beiden erstgenannten Fraktionen sind
wasserl̈oslich, wohingegen die hydrophobe Fraktion, die alle mitochondrial kodierten
Untereinheiten entḧalt, ein wasserunlösliches Aggregat bildet. Die Flavoprotein – und
Eisen – Schwefelprotein – Fraktionen formen das aktive katalytische Zentrum und sind
im peripheren Arm des Enzymkomplexes lokalisiert. Die aktiven Zentren werden von
den Bindungsstellen für NADH2 und FMN und von den Eisen – Schwefel – Clustern
gebildet. Dar̈uber hinaus existieren Untereinheiten (NDUFS4) die durch Phophorylie-
rung bzw. Dephosphorylierung die Komplex I – Aktivität regulieren [164].
2.2.2 Struktur des Komplexes III
Im Vergleich zum Komplex I sind die Funktionsweise und molekulare Struktur des
Komplexes III wesentlich besser verstanden. Sein Molekulargewicht beträgt 242 kDa.
Der formale Name dieses Komplexes ist Ubichinol:Cytochrom c Oxidoreduktase. Die
summarische Reaktion, die dieser Komplex katalysiert, lautet:
2 CoQH2 + 2 Cytochrom c3+ + 2H+ −→ CoQH2 + CoQ + 2 Cytochrom c2+ + 4H+
Ubichinol (Synonym: CoenzymQH2) wird zu Ubichinon (Synonym: CoenzymQ) re-
duziert, 2 Molek̈ule Cytochrom c werden reduziert und 2 Protonen werden in der Sum-
me durch die innere Mitochondrienmembran in den intermembranöse Raum verla-
gert. Xiaet al. (1997) konnten die molekularen Struktur des bovinen Komplexes III
mittels r̈ontgendiffraktometrischer Untersuchungen bis auf 3.0Å auflösen [221].
Aufgrund der genau bekannten Abstände der Redoxzentren konnte der Weg der Elek-
tronen und Protonen durch den Gesamtkomplex aufgeklärt werden. Cytochrom b enthält
zwei Ubichinon – Bindungsorte. Aufgrund ihrer selektiven Hemmfähigkeit unterschei-
det man eine Q0 – Bindungsstelle (spezifische Hemmung durch Myxothiazol) und eine
Qi – Bindungsstelle (spezifische Hemmung durch Antimycin A). Als Reaktionsmecha-
nismus (Abb.2.7) vermutet man, daß zunächst zwei Molek̈ule Ubichinol an der Q0 –
Stelle binden. Die Oxidation der zwei Ubichinole erfolgt nun bidirektional. Zunächst
erfolgt dieÜbertragung von vier Elektronen auf das Eisen – Schwefel-Cluster im Ries-
ke – Protein und von dort weiter auf das Cytochrom c. Gleichzeitig werden die vier
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Nukleär kodierte Komplex I – Untereinheiten
Gen – Name OMIM E. coli chromosomale Funktion Mutationen
Äquivalent Lokalisation
Flavoprotein – Fraktion






Ala341Val (diese Arbeit) [170]
Thr423Met (diese Arbeit)
[170]
NDUFV2 *600532 NuoE 18p11.31 – p11.2 FeS – Cluster, G – Protein
NDUFV3 *602184 21q22.3
Eisen – Schwefelprotein – Fraktion
NDUFS1 *157655 NuoG 2q33 – q34 FeS – Cluster
NDUFS2 *602985 NuoD 1q23
NDUFS3 *603846 NuoC 11p11.11
NDUFS4 *602694 5q11.1 Regulation durch Phos-
phorylierung
5 bp Duplikation [204]
Trp96Stop [28]
Arg106Ter [28]










NDUFA8 *603359 9q33.2 – q34.11 FeS – Cluster (?)
NDUFA9 *603834 12p
NDUFA10 *603835 12p







NDUFB7 *603842 19p13.12 – p13.11
NDUFB8 *602140 10q23.2 – q23.23
NDUFB9 *601445 8q13.2
NDUFB10 *603843 16p13.3
NDUFS7 *601828 NuoB 19p13 FeS – Cluster Val122Met [196]
NDUFS8 *602141 NuoI 11q13 FeS – Cluster Pro79Leu [126]
Arg102His [126]
NDUFC1 *603844 4q28.2 – q31.1
NDUFC2 *603845 – -
Tabelle 2.1: Zuordnung der 34 nukleär kodierten Komplex I – Untereinheiten zu den 3 Fraktionen. Die Benen-
nung der einzelnen Untereinheiten wurde vom Human Gene Mapping Nomenclature Committee festge-
legt. Bisher wurden nur wenige pathogene Mutationen nachgewiesen. Das NDUFV1 – Gen scheint einen
Mutationsschwerpunkt darzustellen. Die klinischen Bilder der Patienten mit o.g. Mutationen sind auf den
Seiten 31 und 69 beschrieben.
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Zusammensetzung des Komplexes III
Untereinheit Molekulargewicht Kodierung
[kDa] mitochondrial nuklëar
Core1 Protein 49,1 +
Core2 Protein 46,7 +
Cytochtrom b 42,5 +
Cytochrom c1 27,2 +
Rieske Eisen-Schwefel Protein 21,6 +
13,4 kD Protein 13,4 +
Q-bindendes Protein 9,6 +
c1 ”
hinge“ – Protein 9,2 +
7,9 kDa Eisen – Schwefel Protein 7,9 +
c1 assoziiertes Protein 7,2 +






Tabelle 2.2: Untereinheiten des mitochondrialen Komplexes III. Nur eine Untereinheit des Gesamtkomplexes,
das Cytochrom b wird durch die mitochondriale DNA kodiert. Die Hämgruppen sind im Cytochrom b und
im Cytochrom c1 lokalisiert. Die Fe2S2 – Cluster liegen im Rieske – Protein und im 7,9 kDa Eisen – Schwefel
Protein.
freiwerdenden Protonen in den intermembranösen Spalt verlagert. Zur¨ ck bleiben zwei
instabile Semichinone, welche je ein weiteres Elektronüber 2 Ḧam – Gruppen an die
Qi – Bindungsstelle weiterleiten und dabei zu Ubichinon oxidiert werden. An der Qi
– Bindungsstelle wird durch diese beiden Elektronen ein Molekül Ubichinon zu Ubi-
chinol reduziert, Die hierf̈ur zus̈atzliche ben̈otigten Protonen stammen aus der Mito-
chondrienmatrix. Aufgrund des partiellen Kreislaufes von Ubichinol wird diese Re-
aktion auch als
”
Q – Zyklus“ bezeichnet [136]. Eine pharmakologische Blockierung
der Qi – Bindungsstelle mit Antimycin A f̈uhrt zu einer massiven Radikalanflutung,
da aufgrund eines
”
Staus“ die die Elektronen dort nicht mehr an Ubichinon abgegeben
werden k̈onnen, sondern durcḧUbertragung auf molekularen Sauerstoff freie Sauer-
stoffradikale bilden [21].
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Abbildung 2.6: Die röntgendiffraktometrisch geklärte Struktur des bovinen Komplexes III nach Xia et al.(1997)
[221]. Die grün dargestellten α – Helices in der Transmembranregion gehören zum Cytochrom b und veran-
kern den Gesamtkomplex in der inneren Mitochondrienmembran. In den röntgendiffraktometrischen Unter-
suchungen der kristallinen Gesamtstruktur erscheint der Komplex als Dimer.
Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Funktion des Komplexes III an der inneren Mito-
chondrienmembran (Q – Zyklus) . Die primäre Bindung von Ubichinol (UH2) erfolgt an der Q0 – Bindungsstelle.
Hier erfolgt die Oxidation zu Ubichinon (U). Zwei Drittel der bei der Oxidation freiwerdenden Elektronen wer-
den auf Cytochrom c übertragen und ein Drittel über 2 Häm – Gruppen an die Qi – Bindungsstelle geleitet,
an der ein Molekül Ubichinon (U) unter Anziehung zweier Protonen aus der Mitochondrienmatrix wieder zu
Ubichinol (UH2) reduziert wird. Ein Teil der Ubichinol/on – Moleküle bewegt sich somit ”
im Kreis“.
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2.3 Vererbung mitochondrialer Erkrankungen
Alle Mitochondrien werden maternal durch die Oozyte vererbt, die bis zu 100.000
mitochondriale DNA – Kopien in ca. 20.000 Mitochondrien enthäl [153]. Die väter-
lichen Mitochondrien verbleiben nach Eindringen des Spermienkopfes außerhalb der
Oozyte. Die Oozyte besitzt sogar einen Mechanismus, die vät rlichen Mitochondrien
aktiv zu eliminieren, falls sie wie bei der ICSI – Methode (intracytoplasmatic sperm
injection) doch in das Cytoplasma der Oozyte gelangen [130, 84]. Weitere Studien
zur Wechselwirkung von Mitochondrien unterschiedlicher Herkunft wurden an Dolly,
dem ersten geklonten Schaf, durchgeführt [59, 220]. Bei der Klonierung wurde eine
entkernte Oozyte (enthält ca. 20.000 Mitochondrien) mit einem somatischen Spend-
erfibroblasten (entḧalt ca. 200 Mitochondrien) durch Elektroporation verschmolzen.
In der Zygote vermischten sich folglich beide Mitochondrienpopulationen, von de-
nen die Fibroblastenmitochondrien ca. 1% ausmachten. Bei der Untersuchung der
mitochondrialen DNA im erwachsenen Schaf fanden sich jedoch trotz sehr empfind-
licher Nachweismethoden keine Mitochondrien, welche dem Fibroblasten entstamm-
ten. Zwischen unterschiedlichen Mitochondrienpopulationen scheinen Ausleseprozes-
se stattzufinden, die dazu f¨ hren, daß eine Population vollständig verschwindet.
Diese experimentellen Daten belegen auf eindrucksvolle Weise die Hypothese von
Hurst & Hamilton (1992), daß sich unter hö eren Lebewesen die Zweigeschlechtlich-
keit auspr̈agte, um einen
”
Konflikt“ der cytoplasmatisch vererbten Gene zu minimie-
ren. Das Problem wurde dadurch
”
gelöst“, daß nur ein Geschlecht in der Lage war,
seine cytoplasmatischen Gene weiterzuvererben. Das Aufkommen von Spermien, die
nur kernkodierte Gene, jedoch so gut wie kein Cytoplasma tragen, war evolutionär die
”
logische Konsequenz“ [87].
Genetische Merkmale, diëuber die mitochondriale DNA vererbt werden, folgen daher
einem rein maternalen Erbgang. Bei den Müttern von Patienten mit Mitochondriopathien
weisen die Oozyten ḧaufig eine Heteroplasmie auf, wobei der Grad der Heteroplasmie
selbst in benachbarten Oozyten von 0 bis 100% schwanken kann (siehe Abschnitt6.3).
Eine zuverl̈assige genetische Beratung von Eltern mit einem betroffenen Kind ist da-
her kaum m̈oglich. Dagegen folgen Mutationen in kernkodierten Genen einem Men-
del’schen autosomal rezessiven Erbgang.
Genetische Ursachen einer Mitochondriopathie umfassen Mutationen von Strukturpro-
teinen der Atmungskettenkomplexe oder der Pyruvatdehydrogenase, von mitochon-
drialen tRNAs, von Assemblyproteinen oder von Transmembran – Transportprotei-
nen. Die folgende Aufstellung klassifiziert die Mitochondriopathien nach ihrem Ver-
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erbungsmuster und Pathomechanismus:
1. Mutationen der mitochondrialen DNA (maternaler Erbgang):
1.1 Deletionen der mitochondrialen DNA
1.2 Mutationen mitochondrialer tRNAs
1.3 Mutationen mitochondrial kodierter Atmungsketten – Strukturprotein – Ge-
ne
2. Mutationen der nuklëaren DNA (Mendel’scher Erbgang):
2.1 Strukturproteine der Pyruvatdehydrogenase
2.2 Enzyme des Citratzyklus
2.3 Enzyme derβ – Oxidation
2.4 Strukturproteine der Atmungskettenkomplexe
2.4a Komplex I – Untereinheiten
2.4b Komplex II – Untereinheiten
2.5 Assembly – Proteine
2.6 Transportproteine
2.7 mitochondrial assoziierte Proteine
2.7a Cu2+ transportierende ATPase (Morbus Wilson)
2.7b Frataxin (Friedreich Ataxie)
2.7c Paraplegin (hereditäre Paraplegie)
2.8 Mutationen in Genen von Proteinen, welche die nukleo – mitochondriale
Interaktion bzw. die Integrität des mitochondrialen Genoms beeinflussen
2.8a mitochondrialer Transkriptionsfaktor A (mtTFA)
2.8b Wolframin (Wolfram – Syndrom)
2.8c Thymidinhydroxylase
2.4 Häufige Mitochondriopathie – Syndrome
Für Mitochondriopathien existieren keine klaren Genotyp – Phänotyp Beziehungen.
Sehr unterschiedliche genetische Defekte können züahnlichen klinischen Bildern führen.
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So kann ein Leigh – Syndrom sowohl durch eine Mutation in der mitochondrialen
DNA (8993T→C/G [46])
als auch durch Mutationen in den nukleär n Genen der Pyruvatdehydrogenase (z.B.
der E2α – Untereinheit [151]) oder des Komplexes I (z.B. der NDUFS7 – Untereinheit
[126]) verursacht werden. Im Gegensatz dazu kann die phänotypische Ausprägung der
gleichen Mutation (z.B. in der mitochondrialen DNA: 3243A→G ) sehr unterschied-
lich sein und von migr̈aneartigen Kopfschmerzen bis zu schweren Schlaganfall –ähn-
lichen Episoden mit Diabetes mellitus und Epilepsie reichen.
Dennoch existieren einige für Mitochondriopathien
”
idealtypische Syndrome“. Es ist
jedoch zu bedenken, daß aufgrund eines unterschiedlichen Heteroplasmiegrades ihre
phänotypische Ausprägung sehr unterschiedlich sein kann.
Kearns – Sayre – Syndrom
Das Kearns – Sayre – Syndrom (KSS, OMIM 530000) wurde 1958 erstmals beschrie-
ben [99]. Diese Multisystemerkrankung manifestiert sich mit den Hauptsymptomen
wie progressive externe Ophthalmoplegie, multiple Endokrinopathie, Retinitis pig-
mentosa, Kardiomyopathie und Liquoreiweißerhöhung. Daneben findet sieht man auch
Symptome wie Muskelschẅache, Ataxie, Hirnnervenlähmungen und Kleinwuchs.
Lestienne & Ponsot (1988) beschrieben eine Deletion von 5.000 bp in der mitochon-
drialen DNA aus dem Muskel eines KSS – Patienten [120]. Die Mutation war in pe-
ripheren Leukozyten nicht nachweisbar. Holtet al. (1988) untersuchten weitere Pa-
tienten mit KSS oder mit isolierter Myopathie und fanden bei neun Patienten he-
teroplasmische Deletionen der mitochondrialen DNA unterschiedlicher Länge [83].
Das KSS beruht bei den meisten Patienten auf einer Spontanmutation und nur sel-
ten auf einem maternalen oder autosomal dominant oder rezessiv vererbten Gendefekt
[18, 121]. Bei letzteren Erbg̈angen k̈onnte es sich um Mutationen in kernkodierten Ge-
nen handeln, die das mitochondriale Genom vor Sauerstoffradikalen schützen oder auf
andere Weise seine Integrität bewahren. Weiterhin ist nicht geklärt, weshalb die glei-
che Deletion von 4.977 bp (die sogenannte
”
common deletion“, nt8470 – 13446) bei
einem Patienten ein KSS, bei einem anderen jedoch ein Pearson – Syndrom (OMIM
557000) verursacht [63]. Dieses Syndrom ist durch eine therapieresistente sideroblasti-
sche An̈amie und eine exokrine Pankreasdysfunktion gekennzeichnet und manifestiert
sich in der Regel schon kurz nach der Geburt [152]. Im Gegensatz zum KSS lassen sich
beim Pearson – Syndrom die Deletionen auch in der mitochondrialen DNA peripherer
Blutzellen nachweisen [161]. Man kann daher vermuten, daß der Unterschied zwi-
Grundlagen (Vererbung) 19
schen KSS – und Pearson – Syndrom nur in der unterschiedlichen Gewebsverteilung
liegt. Dar̈uber hinaus sind F̈alle beschrieben, bei denen die betroffenen Kinder anfäng-
lich ein transfusionsbedürftiges Pearson – Syndrom hatten. Ab dem späten Klein-
kindalter mußten diese Patienten dann nicht mehr transfundiert werden, entwickelten
aber zunehmend ein KSS mit Ptosis, kardialen Reizleitungsstörungen und Myopathie
[15, 178, 132].
Leber’sche herediẗare Optikusneuropathie
Die Leber’sche hereditäre Optikusneuropathie (LHON, OMIM 535000) wurde von
Theodor Leber 1871 erstmals beschrieben und bezeichnet ein familiär geḧauftes Syn-
drom mit in mittlerem Lebensalter plötzlich auftretendem, bilateralem Sehverlust mit
Zentralskotomen beidseits[116]. Bei der ophthalmoskopischen Untersuchung findet
man retinale Teleangiektasien, Mikroangiopathien und Papillenöd me. Weitere Sym-
ptome umfassen Herzreizleitungsstörungen, Ataxie, Spastik und eine sensorische Taub-
heit.
Der Vererbungsmodus ist in der Regel maternal. Genetische Ursachen der LHON sind
Mutationen in den mitochondrial kodierten Strukturproteinen des Komplexes I (3460
G→A, 4160T→A, 11778G→A, 14484T→C, 14459G→A)[86, 85, 212, 94] Es besteht
jedoch selbst bei Familienangehörigen mitähnlichem Heteroplasmiegrad eine variable
Penetranz der Symptomatik. Die Leber’sche hereditäre Optikusneuropathie ist vor al-
lem in Europa geschlechtswendig und betrifft vor allem das m¨ nnliche Geschlecht.
Dies führte zu der Hypothese, daß es sich dabei um eine Doppelmutation handeln
könnte, wobei sich eine in der mitochondrialen DNA und die andere in der nukleären
DNA des X – Chromosoms befindet [27].
MELAS – Syndrom
Das Akronym MELAS (OMIM 540000) steht für M itochondrialeEnzephalopathie,
Laktatazidose undSchlaganfall̈ahnliche Episoden. Gotoet al.(1990) wiesen bei ME-
LAS – Patienten erstmals die 3243A→G Punktmutation in der tRNA – Leucin nach
[143]. In der Folge wurden noch weitere Mutationen in der mitochondrialen DNA ent-
deckt, die mit dem MELAS – Pḧanotyp einhergehen (3271T→C, 3291T→C) [71, 72].
Während der Translation erniedrigt die in ihrer dreidimensionalen Struktur gestörte
tRNA – Leucin die Syntheserate leucinreicher Proteine. Dies führt ḧaufig zu einer
kombinierten Sẗorung der Atmungskettenkomplexe I und IV.
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In Abhängigkeit vom Heteroplasmiegrad kann die Symptomatik von migräneartigen
Kopfschmerzen und episodischem Erbrechen bis hin zum Vollbild mit Muskelschwäche,
Ataxie, Hörverlust, Epilepsie, Demenz und Diabetes mellitus reichen. Die schlagan-
fallähnlichen Episoden mit Hemiparese, Gesichtsfeldausfällen und bulb̈aren Sẗorun-
gen beruhen nicht auf einem Gefäßverschluß, sondern auf einer lokalen Gewebslak-
tatazidose mit konsekutiver Weitstellung der Hirnarterien [74, 34, 184]. Diese Episo-
den k̈onnen durch Infekte, k̈orperliche Belastung oder Medikamente ausgelöst werden.
Im Gegensatz zum echten Schlaganfall sind die Symptome im Intervall in der Regel
rückläufig. Das Manifestationsalter liegt zwischen 5 und 15 Jahren. Die Prognose wird
im wesentlichen durch die Schwere der Epilespie bestimmt.
MERRF – Syndrom
Das Akronym MERRF (OMIM 545000) steht für Myokonusepilpesie mitRagged –
Red – Fibers. Bei hohem Heteroplasmiegrad treten noch Muskelschwä e, Ataxie,
spastische Paresen und Innenohrschwerhörigkeit hinzu. Die ḧaufig therapieresistente
Myoklonusepilepsie stellt ein therapeutisches Problem dar.
Die
”
ragged – red – fibers“ finden sich in der Gomori – Trichrom – Färbung und stel-
len degenerierte, mit geschwollenen Mitochondrien angefüllt Muskelfasern dar (siehe
auch Abb.2.1). Das MERRF – Syndrom wurde erstmals von Fukuharaet l. (1980)
beschrieben [66]. Shoffneret al. (1990) wiesen bei MERRF – Patienten eine hetero-
plasmische Mutation (8344A→G) in der tRNA – Lysin nach [174]. Eine wesentlich
seltenere Mutation (8356T→C)[176] geht ebenfalls mit einem MERRF – Syndrom
einher.
Wie beim MELAS – Syndrom ist auch beim MERRF – Syndrom die Schwere des
Krankheitsbildes vom Grad der Heteroplasmie abhängig. Biochemisch ist das MERRF
– Syndrom durch einen kombinierten Mangel der Atmungskettenkomplexe I und IV
gekennzeichnet. Eine Erklärung f̈ur die sich vom MELAS deutlich unterscheiden-
de klinische Symptomatik beïahnlichen biochemischen Befunden gibt es nicht. Als
Grund wird eine mutationsspezifische Gewebsverteilung der pathologisch veränderten
Mitochondrien diskutiert.
Leigh – Syndrom
Dieses Syndrom wurde erstmals von Leigh (1951) bei einem wenige Wochen nach der
Geburt verstorbenen Säugling beschrieben, der eine Degeneration der grauen Substanz
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und Nekrosen in den Basalganglien und im Hirnstamm mit konsekutiver Kapillarpro-
liferation aufwies [117].
Das klinische Bild des Leigh – Syndroms ist sehr heterogen und die Diagnose kann nur
durch post mortem Untersuchung von Gehirngewebe anhand definierter neuropatholo-
gischer Kriterien gesichert werden [91]. Die Kombination von kernspintomographisch
nachweisbaren bilateralen Striatumnekrosen und einer Liquorlaktaterhöhung legt die
Diagnose jedoch nahe. Die Patienten fallen oft durch Ernäh ungsprobleme mit Dys-
phagie, Regurgitation, periodisches Erbrechen und Trinkschwä e auf. Epileptische
Anfälle, Rigidiẗat, motorische und geistige Entwicklungsverzögerung bzw. -regression
können hinzukommen.
Die genetischen Ursachen des Leigh – Syndroms sind sehr heterogen. Es fällt jedoch
auf, daß alle mitochondrialen Defekte, die zu einer schweren Beeinträchtigung der
oxidativen Phophorylierung führen, ein Leigh – Syndrom verursachen können [51].
Folgende biochemische Auffälligkeiten wurden in Zusammenhang mit einem Leigh –
Syndrom beschrieben: (1) Pyruvatdehydrogenase – (PDH) – Mangel [160], (2) isolier-
ter Komplex I – Mangel [155, 137] (siehe Abschnitt6.1), (3) isolierter Komplex II –
Mangel [20], (4) isolierter Komplex III – Mangel (siehe Abschnitt6.2), (5) isolierter
Komplex IV – Mangel [226] und (6) isolierter Komplex V – Mangel durch Mutatio-
nen in den mitochondrial kodierten Untereinheiten 4 und 6 der ATPase (8993T→C,
9176T→C) [46, 52].
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2.5 Genetische Beratung und Pr̈anataldiagnostik bei
Mitochondriopathien
Es sei hier kurz an die Besonderheiten der Vererbung mitochondrialer Erkrankungen
erinnert: (1) Mutationen der mitochondrialen DNA werden maternal durch die Oozyte
vererbt. (2) Eine Eizelle enthält tausende Mitochondrien und eine entsprechende An-
zahl von DNA – Kopien mitochondrialer Genome. (3) Mutationen kö nen nur einen
Teil der Mitochondrien einer Zelle betreffen und zur Koexistenz zweier oder mehrerer
mitochondrialer Genotypen innerhalb der gleichen Zelle führen (Heteroplasmie), wo-
bei der Prozentsatz mutierter Kopien oft die Schwere des Krankheitsbildes bestimmt
[166]. (4) Die Mehrzahl mitochondrialer Proteine wird durch die nukleäre DNA ko-
diert, deren Vererbungsmodus den Mendel’schen Gesetzen folgt.
Eltern von Kindern mit Mitochondriopathien ẅunschen oft Auskunfẗuber das m̈ogli-
che Wiederholungsrisiko oder eine Pränataldiagnostik in folgenden Schwangerschaf-
ten. Die große Anzahl m̈oglicher genetischer Defekte und die verschiedenen Verer-
bungsmodi machen es̈Arzten und Genetikern schwer, verläßliche Prognosen zu erstel-
len. Nur dreizehn der insgesamt mehr als 300 mitochondrialen Proteine werden durch
die mitochondriale DNA kodiert. Allein hier sind mehr als 100 Punktmutationen be-
kannt. Biochemische Messungen helfen zur Aufklärung des genetischen Defektes oft
nicht weiter, da man ḧaufig nur eine unspezifische Abnahme der oxidativen Phospho-
rylierung feststellt (z. B. bei kombinierten Atmungskettendefekten). In den meisten
Fällen bleibt der genetische Defekt unerkannt. In einer großen Studie von 2000 Pa-
tienten mit Verdacht auf Mitochondriopathien konnten bei nur 44 Patienten Mutatio-
nen in der mitochondrialen DNA gefunden werden [123]. Eine Mutationssuche in den
zahlreichen nuklëaren Genen erscheint aufgrund ihrer Anzahl noch problematischer.
Eine genetische Beratung wird in Abhängigkeit der vorliegenden Befunde zu unter-
schiedlich pr̈azisen Risikoabschätzungen f̈uhren. Im folgenden werden häufige Bera-
tungssituationen aus dem klinischen Alltag getrennt nach Befundlage dargestellt:
Fall A: Beim betroffenen Kind wurde eine Mutation in einer der nukle är ko-
dierten Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe gefunden.
Genetische Beratung:Wurde bei dem betroffenen Kind eine nukleär Mutation ge-
funden, erfolgt die Beratung wie bei autosomal rezessiven (z. B. Mutationen in bisher
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beschriebenen Strukturgenen des Komplexes I, oder Komplex IV – Assembly – Gene
SURF1oderSCO2) bzw. X – chromosomal rezessiven Erkrankungen (z. B. Pyruvat-
dehydrogenase – Mangel mit mutierter E2α – Untereinheit) .
Pränataldiagnostik:Diese gestaltet sich einfach, da die nukleär kodierten Mutatio-
nen in allen K̈orperzellen, also auch in Amnionzellen oder Chorionzotten nachweisbar
sind. Nachdem der fetale Ursprung der Chorionzotten durch Mikrosatellitenanalyse
gesichert wurde, genügt es, nach der spezifischen Mutation mittels RFLP oder direkter
Sequenzierung zu suchen. Ein Beispiel hierfür ist in Abschnitt6.4dargestellt.
Fall B: Beim betroffenen Kind konnte eine Mutation in der mitochondrialen
DNA nachgewiesen werden.
Genetische Beratung:Ist beim Indexpatienten eine heteroplasmische Mutation in der
mitochondrialen DNA bekannt, sollte zunächst untersucht werden, ob sich diese Mu-
tation auch bei der Mutter und anderen Geschwistern des Patienten nachweisen läßt.
Wird die gleiche Mutation bei der Mutter gefunden, kann mit Ausnahme der 8993
→C/G – Mutation (siehe unten) das empirische Wiederholungsrisiko, wie in Abschnitt6.3
an einem Beispiel demonstriert, nicht angegeben werden. Ist die Mutation bei der Mut-
ter und den Geschwistern nicht nachweisbar, kann es sich um eine postmeiotische
sporadische mitochondriale Mutation handeln (sieheCytochrom b– Mutationen im
Abschnitt6.2). In einem solchen Falle scheint das Wiederholungsrisiko wesentlich ge-
ringer zu sein. Diese Aussage gibt jedoch nur einen Trend wieder, der sich aus wenigen
Einzelfallbeschreibungen ergibt.
Pränataldiagnostik:Die Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung von Cho-
rionzotten oder Amnionzellen helfen prognostisch nicht weiter. Selbst wenn eine Mu-
tation gefunden wurde, bleibt es aufgrund der bekannten Gewebsheteroplasmie mito-
chondrialer Mutationen unklar, ob der in den Chorionzotten gefundene Heteroplasmie-
grad f̈ur den Fetus repräsentativ ist.
Die einzige Ausnahme in der Unsicherheit pränataler Risikoabschätzung scheint die
mitochondriale 8993T→C/G – Mutation zu sein. Sie betrifft ein Strukturgen der mito-
chondrialen ATPase und geht mit einem Morbus Leigh oder dem NARP – Syndrom
einher. NARP ist ein Akronym f̈ur den SymptomenkomplexNeuropathie,Ataxie,Retinitis
pigmentosa. Die geringe Variation der Gewebsheteroplasmie dieser Mutation erm¨ g-
licht aus den Untersuchungen der Chorionzellen eine relativ genaue Vorhersageüber
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den Heteroplasmiegrad des Feten [217]. Darüber hinaus ist sogar eine vorsichtige A-
bscḧatzung des präkonzeptionellen Betroffenheitsrisikos des Feten möglich, wenn der
Heteroplasmiegrad der Mutter bekannt ist [216]. Es ist immer zu bedenken, daß die
8993 T→C/G – Mutation in seltenen F̈allen auch spontan auftreten kann [47, 186].
Fall C: Beim betroffenen Kind wurde eine reduzierte Aktivit ät eines oder meh-
rerer Atmungskettenkomplexe biochemisch gemessen, eine Mutation konnte je-
doch weder in der mitochondrialen noch in der nuklëaren DNA gefunden werden.
Genetische Beratung:Dies ist der in der genetischen Beratungssituation weitaus h¨ -
figste Fall. Hierbei k̈onnen zur Kl̈arung des Vererbungsmodus nur anamnestische Da-
ten oder Untersuchungen anderer Familienangehöriger herangezogen werden. Ergibt
sich aufgrund der anamnestischen Angaben ein rein maternaler Erbgang, ist als Ursa-
che der Erkrankung eine Mutation der mitochondrialen DNA am wahrscheinlichsten.
Sind das Mutationsscreening der häufigsten Punktmutationen und das in dieser Arbeit
beschriebene tRNA – Screening negativ, käme noch eine Sequenzanalyse des gesam-
ten mitochondrialen Genoms in Frage, welche aber bei mehr als 16 Kilobasen sehr
aufwendig ist.
Sind die Eltern blutsverwandt und wurde die Erkrankung des Indexpatienten sehr früh
manifest, ist ein autosomal rezessiver oder X – chromosomal rezessiver Erbgang wahr-
scheinlicher [179]. †
Insgesamt kann das Wiederholungsrisiko bei vermuteter mitochondrialer Mutation
nicht angegeben werden. Bei einer vermuteten kernkodierten Mutation sollte die Be-
ratung entlang der Richtlinien für autosomal rezessive Erkrankungen erfolgen. Aller-
dings sollte immer berücksichtigt werden, daß aufgrund ungenauer familienanamne-
stischer Angaben der Vererbungsmodus falsch eingeschätzt werden kann.
Pränataldiagnostik:Die Entscheidungen k̈onnen in diesem Fall allein auf den bioche-
mischen Meßergebnissen des fetalen Gewebes basieren:
Da die biochemische Ausprägung eines Atmungskettendefektes zwischen unterschied-
lichen Geweben variieren kann, versucht man die diagnostische Sicherheit zu ver-
bessern, indem man nur dann eine pränatale Diagnostik anbietet, wenn sich der bio-
chemische Defekt in mindestens zwei unterschiedlichen Geweben des Indexpatien-
ten besẗatigen l̈aßt (im Muskelgewebeund in Fibroblasten) [162]. Die Messung der
†Eine Besonderheit stellt der isolierte Komplex II – Mangel dar. Da seine vier Untereinheiten alle
kernkodiert sind, liegt mit großer Wahrscheinlichkeit ein autosomal rezessiver Erbgang vor.
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Atmungskettenenzym – Aktivitäten wird in der Regel in einer Chorionzottenbiopsie
durchgef̈uhrt, die um die 12. Schwangerschaftswoche entnommen wird. Um die dia-
gnostische Sicherheit noch weiter zu erhöhen, sollten die Atmungsketten – Aktivitäten
sowohl in den nativen als auch in den gezüchteten Chorionzotten bestimmt werden.
Diese Notwendigkeit wurde uns bewußt, nachdem uns ein Fall bekannt wurde (unpu-
blizierte Daten), bei dem die Komplex I – Aktivitäten in den nativen Chorionzotten
normal, in den gez̈uchteten jedoch pathologisch erniedrigt waren. Der Patient war be-
troffen und verstarb im Alter von 18 Monaten an einer Laktatazidose und hypertrophen
Kardiomyopathie.
Es ist bei allen biochemischen Untersuchungen erforderlich, die fetale Herkunft der
nativen und gez̈uchteten Chorionzellen mittels molekulargenetischer Methoden zu si-
chern. Diese zus̈atzliche Empfehlung beruht auf dem in Abschnitt6.4genauer bespro-
chenen Fall, in dem wenige verunreinigende mütterliche Zellen aus der Chorionzot-
tenbiopsie nach wenigen Passagen die Zellkultur dominierten.
Kapitel 3
Ziele der vorliegenden Arbeit
Mitochondriopathien stellen keine genetisch einheitliche Krankheitsgruppe dar, son-
dern sind unterschiedliche Krankheitsentitäten, deren einzige Gemeinsamkeit oft nur
in einer erniedrigten ATP – Produktion besteht. Der Energiemangel ist der Grundfü
eineÜberschneidung der klinischen Symptomatik trotz heterogener genetischer De-
fekte.
Die klinische und genetische Heterogenität erschwert die Lokalisation des Gendefek-
tes. Diese Schwierigkeit besteht selbst dann fort, wenn eine Störung der Atmungskette,
bzw. der Pyruvatdehydrogenase biochemisch gesichert wurde.
Bei Beginn der Arbeit war nur ein einziger nukleär r Genedefekt bekannt, der zu ei-
ner Sẗorung der Atmungskettenfunktion führte [20]. Ziel der vorliegenden Arbeit war
es, neue Gendefekte zu entdecken, die eine Mitochondriopathie verursachen können.
Patienten mit diesen neuen Gendefekten sollten dann klinisch evaluiert werden, um
herauszufinden ob
”
weniger bedeutsame“ Nebensymptome jenseits der durch den all-
gemeinen ATP – Mangel ausgelösten Hauptsymptome eine Abgrenzung eines spezifi-
schen klinischen Pḧanotyps erlauben. Diese Information wäre f̈ur eine gezielte Muta-
tionssuche von Bedeutung.
Um die Chancen zu erhö en, neue Gedefekte zu finden, habe ich mich auf drei klinisch
bzw. biochemisch definierte Patientengruppen beschränkt:
Patienten mit isoliertem biochemischen Komplex I – Mangel:Der isolierte Kom-
plex I – Mangel ist der bei Mitochondriopathien am häufigsten nachgewiesene
biochemische Defekt [179]. Der Vererbungsmodus legt bei den meisten Patien-
ten einen autosomal rezessiven Erbgang nahe. Zu Beginn der Arbeit waren je-
doch noch keine nuklëar kodierten Gendefekte bekannt, die zu einem isolierten
Komplex I – Mangel f̈uhren. Es war zu vermuten, daß Patienten mit isoliertem
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Komplex I – Mangel einen genetischen Defekt in einer der strukturellen Unter-
einheiten dieses Komplexes aufweisen. Um diese Untereinheiten auf Mutationen
untersuchen zu k̈onnen, mußte erst die cDNA – bzw. die genomische Sequenz
aller humanen 34 nukleär kodierten Proteinuntereinheiten geklärt werden. An
diesem umfangreichen Projekt, welches am
”
Nijmegen Center for Mitochondrial
Diseases“ durchgeführt wurde, beteiligte ich mich im Rahmen eines DFG – For-
schungsstipendiums. Mein Teilziel war es, die funktionell wichtige, aber bislang
bei Menschen noch nicht charakterisierte, NADH – bindende NDUFV1 – Unter-
einheit zu konieren (siehe Abschnitt6.1) und 30 Patienten mit isoliertem Kom-
plex I – Mangel auf Mutationen in dieser Untereinheit zu untersuchen (siehe
Abschnitt6.1.4).
Patienten mit isoliertem biochemischen Komplex III – Mangel: Der isolierte Kom-
plex III – Mangel ist im Vergleich zum isolierten Komplex I – oder IV – Mangel
selten. Da Komplex III sowohl nukleär (10 Untereinheiten) als auch mitochon-
drial (1 Untereinheit) kodiert ist, k̈onnen Mutation in beiden Genomen einen
isolierten Mangel verursachen. Der funktionell wichtigste Teil des Gesamtkom-
plexes ist das Cytochrom b, welches durch die mitochondriale DNA kodiert ist.
Ziel der Arbeit war es, Patienten mit isoliertem Komplex III – Mangel klinisch
und biochemisch zu charakterisieren und auf Mutationen bzw. Sequenzvarian-
ten im mitochondrial kodiertenCytochrom b– Gen zu untersuchen (siehe Ab-
schnitt6.2).
Patienten, deren Vererbungsmuster einen maternalen Erbgang aufwies:Die mei-
sten durch die mitochondriale DNA vererbten Erkrankungen sind durch Mu-
tationen in den mitochondrialen tRNAs bedingt. Ziel war es, einen Multiplex
– Assay zu enwickeln, mit dem alle 22 mitochondrialen tRNAs durch direkte
Sequenzierung mit vertretbarem Aufwand und kostengünstig analysiert werden
können, um alle in Frage kommenden Patienten damit zu untersuchen zu kö nen
(siehe Abschnitt6.3). Zur Einsparung von Forschungsgeldern habe ich eine Me-
thode entwickelt, welche Genotypisierungen mit Fluoreszenzmarkern zu einem
Bruchteil der bisher̈ublichen Kosten erlaubt (siehe Abschnitt5.2.6) und beim
Deutschen Patentamt in M̈unchen zum Patent angemeldet wurde [168].
Die Möglichkeiten einer Gentherapie bei mitochondrialen Erkrankungen liegen in wei-
ter Ferne. Gegenẅartig können wir unseren Patienten und ihren Familien nur eine
ad̈aquate Diagnostik und eine möglichst pr̈azise genetische Beratung anbieten. An-
gesichts der komplizierten Vererbungsverhältnisse der mitochondrialen Erkrankungen
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ist dies nicht einfach. Die Arbeit beinhaltet deshalb auch Empfehlungen zur präna-
talen Diagnostik mitochondrialer Erkrankungen. Diese sind Resultat der Erfahrun-




4.1 Patienten mit Mutationen mitochondrial kodierter
tRNAs
Familie A
Indexpatientin A.II:2 Die Patientin wurde als erstes Kind nicht blutsverwandter El-
tern geboren (Stammbaum in Abb.6.17, S.96). Die frühkindliche Entwicklung verlief
normal. Ab dem Alter von 8 Jahren bemerkten die Eltern zunehmende Lernschwierig-
keiten ihrer Tochter. Um die gleiche Zeit wurde deren Gang ataktisch und sie klagte
schon nach geringen körperlichen Belastungen̈uber rasche Erschöpfung. Erste Myo-
klonien begannen um das 12. Lebensjahr und entwickelten sichüber die folgenden 2
Jahre zu einer schwer therapierbaren Myoklonusepilepsie. Im EEG sah man eine Ver-
langsamung der Hintergrundaktivität, multifokale Spikes, Spikewaves und einen Pho-
tomyoklonus. Unter einer Therapie mit Valproat sistierten die Anfälle, aber ein rascher
Lebertransaminasenanstieg zwang zum Therapieabbruch. Mit einer Kombination aus
Ethosuximid und Lamotrigin konnten die generalisierten Anfälle unterdr̈uckt werden,
die Myoklonien bestanden aber weiter fort. Ein langsamer Hörverlust (50 dB SPL im
Alter von 13 Jahren) erforderte die Anpassung von Hörger̈aten. Seit der Pubertät wur-
de das M̈adchen von schweren, langdauernden migränoiden Kopfschmerzen gequält,
die weder auf eine Schmerztherapie noch auf Propanolol ansprachen und den Schul-
besuch stark beeinträchtigten. Eine Kernspintomographie des Gehirns war zu diesem
Zeitpunkt normal. Im Alter von 13 Jahren wurde eine Ergometrie durchgefü rt: es kam
zu einem raschen Laktatanstieg mit Azidose (pH 7,23; Laktat 10,8 mmol/L [Norm-
wert: 0,5 – 2,2]; Pyruvat 0,28µmol/L [Normwert:<0,08]). Die Untersuchung einer
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Muskelbiopsie ergab sowohl immunhistologisch als auch biochemisch den Befund
eines Cytochrom c Oxidase – Mangels. Im Alter von 16 Jahren kam es nach einer
einẗagigen Aura, bei der das M̈adchenüber linksseitige Farbwahrnehmungen klagte,
zu einer Epilepsia partialis continua mit kontinuierlicher Zuckung der linken Hand
und des linken Fußes. Darüber hinaus bestand eine schwere Laktatazidose (pH 7,05;
Laktat 17,6 mmol/L [Normwert: 0,5 – 2,2]). Auf einer zu diesem Zeitpunkt angefer-
tigten Kernspintomographie des Schädels sah man in der T2 – Wichtung im rechten
Okzipitallappen eine ausgeprägte Signalintensität (Abb. 4.1A). Die Magnetresonan-
zangiographie wies auf eine deutlich erhöhte Blutflußgeschwindigkeit und vergrößerte
Gef̈aßkaliber in dieser Hirnregion hin (Abb.4 1B). Im EEG sah man kontinuierliche
rechtsseitige Spike – wave – Entladungen und eine schwere Allgemeinveränderung.
Trotz Ausgleich der metabolischen Azidose und intravenöser Phenytoingaben sistier-
te die Epilepsia partialis continua nicht. Nach 14 Tagen fand man in der Kernspin –
Kontrolltomographie eine deutliche Ausbreitung der T2 – Signalintensiẗatenüber die
gesamte Hemisphäre. Mit zunehmender Ḧaufigkeit ging die Epilepsia partialis con-
tinua in einen generalisierten, therapieresistenten Status epilepticusüber, in dem die
Abbildung 4.1: (A) T2 – gewichtetes (TR = 2500 ms; TE = 80 ms) Kernspintomogramm der Patientin A.II:2
unmittelbar nach Beginn der Epilepsia partialis continua. Im rechten Okzipitallappen (weißer Pfeil) erkennt
man einen Bezirk erhöhter T2 – Signalintensität. Einen Tag vor dieser Aufnahme hatte die Patientin über eine
Aura mit Farbwahrnehmungen im linken Gesichtsfeld geklagt. (B) Die pathologische T2 – Signalerhöhung
entspricht kernspinangiographisch einem Bezirk erhöhter Blutflußgeschwindigkeit in der rechten A. cerebri
posterior (roter Pfeil).
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Patientin 3 Monate nach stationärer Aufnahme verstarb.
Halbschwester (̈uber die Mutter) A.II:1 Das 17 – j̈ahrige M̈adchen ist gesund und
normal intelligent. Es liegen weder anamnestisch noch klinisch Anhaltspunkte für eine
Mitochondriopathie vor.
Mutter A.I:2 Die Mutter der Indexpatientin leidet an rezidivierenden Migränescḧuben.
Neurologische oder kognitive Auffälligkeiten fanden sich weder anamnestisch noch
bei der klinischen Untersuchung.
4.2 Patienten mit isoliertem Komplex I – Mangel
Familie B
Indexpatientin B.II:1 Das Mädchen war das erste Kind gesunder, blutsverwandter
Eltern (Cousin und Cousine ersten Grades) und wurde in der 41. Schwangerschafts-
woche geboren (Stammbaum in Abb.6.8, S. 65). Die Schwangerschaft war durch
eine Pr̈aeklampsie erschwert. Unmittelbar postnatal fielen eine muskuläre Hypoto-
nie, Akrozyanose und ein Pendelnystagmus auf. Die Analyse der organischen Säuren
im Plasma ergab eine schwere Laktatazidose (pH 7,19) mit folgenden Werten: Lak-
tat 24,1 mmol/L [Normwert: 0,5 – 2,2]; Pyruvat 0,02 mmol/L [Normwert:<0,08],
Alanin 893µmol/L [Normwert: 40 – 500], Urinα – Ketoglutarat 1852 mmol/ mol
Kreatinin [Normwert: 159±137]; Urin Laktat 1713 mmol/mol Kreatinin [Normwert:
234±164]. Die im Liquor gemessene Laktatkonzentration war mit 9,6 mmol/L eben-
falls stark erḧoht [Normwert:<2]. Bildgebende Verfahren wie Schädelsonographie
und eine kranielle Kernspintomographie waren unauffällig. In der Muskelhistologie
fanden sich starke intrazelluläre Glykogenanḧaufungen. Die biochemische Untersu-
chung ergab einen isolierten Atmungskettenkomplex I – Mangel in der Muskulatur
(Tabelle6.9auf Seite102). Das Kind verstarb im Alter von vier Wochen an einer Ate-
minsuffizienz im Rahmen einer nicht therapierbaren metabolischen Entgleisung.
Zweite Schwangerschaft B.II:2In der 11. Schwangerschaftwoche wurde eine Cho-
rionzottenbiopsie durchgeführt. Sowohl im nativen Biopsat als auch in der daraus ge-
wonnenen Zellkultur wurden die Aktivitä en der Atmungskettenkomplexe bestimmt.
In den nativen Chorionzotten waren die Befunde normal, in den gezüchteten Chorion-
zotten fand sich jedoch ein isolierter Komplex I – Mangel. Da die Eltern hinsichtlich
dieser uneindeutigen Befunde auf der
”
sicheren Seite“ sein wollten, wurde die Schwan-
gerschaft abgebrochen. Die Untersuchung der Atmungskettenenzym – Aktivitäten m
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Muskel des abortierten Feten ergab einen Normalbefund. Die Diskrepanz zwischen
den Befunden der nativen und der gezüchteten Chorionzotten wird in Abschnitt6.4
diskutiert.
Patient B.II:3 Bei der pr̈anatalen Diagnostik per Chorionzottenbiopsie in der 11.
Schwangerschaftswoche fand sich weder in den nativen noch in den gezücht ten Cho-
rionzotten ein Atmungskettenkomplex – Mangel. Ein gesunder Junge wurde zum Ter-
min geboren und zeigte bis zum Alter von 10 Monaten keine Symptome einer Mit-
ochondriopathie. Der Serum – Laktatwert des Kindes war normal.
Familie C
Indexpatienten C.II:1 und C.II:2 Beide Eltern waren gesund und nicht blutsver-
wandt. Der klinische Verlauf der beiden Brüder war hinsichtlich Symptomatik und
biochemischer Befunde sehrähnlich. Schwangerschaft und Geburt waren unauffällig.
Das Geburtsgewicht war normal. Im Alter von 5 Monaten kam es bei beiden Kindern
zu wiederholten Episoden starken Erbrechens. In den folgenden Wochen zeigten die
Kinder eine psychomotorische Regression begleitet von schwerer muskulärer Hypo-
tonie, Myoklonusepilepsie und Strabismus convergens. Im Computertomogramm des
Scḧadels sah man eine Hirnatrophie mit deutlichere vacuoErweiterung der inneren
und äußeren Liquorr̈aume. Laktat – und Pyruvatkonzentrationen im Plasma und Li-
quor waren erḧoht. Bei der biochemischen Analyse der Atmungskettenkomplex – Ak-
tivit äten fand sich ein isolierter Komplex I – Mangel. Beide Kinder starben im Alter
von 14 und 17 Monaten an einer Ateminsuffizienz im Rahmen einer schweren Pneu-
monie.
Familie D
Indexpatientin D.II:1 Das Mädchen ist das erste Kind gesunder, nicht blutsverwand-
ter Eltern (Stammbaum in Abb.6.10, S.68). Schwangerschaft und Geburt waren nor-
mal. Im Alter von 6 Monaten wurde erstmals eine Myoklonusepilepsie beobachtet.
Eine zun̈achst stark ausgeprägte Muskelhypotonie ging in eine Spastiküber. Ab dem
Alter von 12 Monaten entwickelte sich das Kind psychomotorisch nicht weiter. Wie-
derholte MRT – Untersuchungen zeigten eine progrediente Hirnatrophie und eine ma-
krozystische Leukodystropie (Abb.4 2).
Der klinische Pḧanotyp der Patientin (Makrozephalus, Leukodystrophie, psychomo-
torische Regression) entsprach einemMorbus Alexander(OMIM 203450). Pathogno-
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Abbildung 4.2: Im T2 – gewichteten Bild der kraniellen Kernspintomographie der Indexpatientin (D.II.1) er-
kennt man ausgedehnte leukodystrophe Veränderungen mit konsekutiver Erweiterung beider Seitenventri-
kel. Im rechten Frontallappen sieht man eine makrozystische Degeneration (roter Pfeil) der weißen Substanz.
monische Rosenthal – Fasern konnten nicht nachgewiesen werden, da kein Hirnbi-
opsiematerial vorlag.∗ Die Laktatkonzentrationen waren im Plasma normal, im Liquor
jedoch deutlich erḧoht. In einer Muskelbiopsie und in gezüchteten Fibroblasten konnte
ein isolierter Atmungskettenkomplex I – Mangel nachgewiesen werden. Das Mädchen
ist nun 10 Jahre alt, spastisch, blind und makrozephal. Beide Geschwister der Index-
patientin, ein Junge und ein M̈adchen, sind gesund.
4.3 Patienten mit isoliertem Komplex III – Mangel
Es wurden 33 Patienten mit isoliertem Komplex III – Mangel untersucht. Ihre kli-
nischen Pḧanotypen und biochemischen und molekulargenetischen Befunde sind in
Abschnitt6.3 auf Seite74 summarisch dargestellt. Bei 4 Patienten wurden neue Se-
∗ In einer k̈urzlich erschienen Publikation von Brenneret al. (2001) wurden Mutationen im Gen des
Glial – Fibrillary – Acidic – Protein (GFAP) als Ursache desMorbus Alexandergefunden. Bei diesen
Patienten wurden inpost mortemUntersuchungen Rosenthal – Fasern nachgewiesen [24]. Bei unserer
Patientin handelt es sich am ehesten um eine Phänokopie.
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quenzvarianten im mitochondrial kodiertenCytochrom b– Gen gefunden, davon war
eine Mutation sicher pathogen. Die klinische Verläufe dieser Patienten werden im fol-
genden detailliert dargestellt.
Familie E, Patient 7 (Tabelle6.3auf Seite74)
Indexpatient E.II:2: Der 25 – j̈ahrige m̈annliche Patient ist das zweite Kind gesunder,
nicht blutsverwandter Eltern (Stammbaum in Abb.6.13A, S. 80) . Eine jetzt 30 Jahre
alte Schwester leidet an einer Epilepsie ohne Hinweis auf eine Myopathie oder Bela-
stungsintoleranz. Beim Indexpatienten traten erste Symptome im Alter von 7 Monaten
auf. Er war in diesem Alter muskelhypoton und hatte ein erhöhtes Schlafbed̈urfnis. Die
motorische und mentale Entwicklung waren verzögert. Freies Laufen war ihm erst ab
dem 30. Lebensmonat m̈oglich. Er besuchte eine Schule für geistig Behinderte, lernte
dort zu lesen, nicht jedoch zu schreiben. Gegenwärtig arbeitet er in einer beschützten
Werkstatt. Im Alter von 20 Jahren kam es im Rahmen einer fiebrigen Gastroenteritis
zu einer metabolischen Krise mit schwerer Laktatazidose (31 mmml/L [Normwert: 0,5
– 2,2]), Rhabdomyolyse (CK>3.000 U/L [Normwert:< 79]) und Harns̈aureanstieg
(14 mg/dl [Normwert: 2-6]). Der Patient mußte intensivmedizinisch betreut werden.
Bei der k̈orperlichen Untersuchung fielen ein Kleinwuchs (150 cm im Alter von 24
Jahren), ein Mikrozephalus, dysplastische Ohren und ein ausgeprägt r Hirsutismus
auf. Bei der opthalmologischen Untersuchung fand sich eine Retinitis pigmentosa mit
Verengung der retinalen Blutgefäße und eine Atrophie des Sehnerven. Der Visus war
beidseits auf 0.6 reduziert. Es bestand ein beidseitiger lateraler Gesichtsfelddefekt. Die
Muskeleigenreflexe waren gesteigert, das Babinski-Zeichen war negativ. Es bestand
eine beidseitige Dysdiadochokinese. Unter geringen Belastungen wurde der Patient
kurzatmig, klagte jedoch nichtüber Muskelkr̈ampfe.
Seine k̈orperliche Belastungsinsuffizienz zeigte sich in der Fahrradergometrie, die un-
ter der geringen Belastung von 50 Watt schon nach kurzer Zeit abgebrochen werden
mußte (Abb.4.4). Das EKG zeigte ein Wolff – Parkinson – White – Syndrom mit
verbreiterten QRS – Komplexen und Delta – Wellen. In der Echokardiographie stellte
sich eine linksventrikul̈are, nicht obstruktive Hypertrophie des Myokards dar, dessen
Kontraktilität unter der Behandlung mit Nitraten und Diuretika an der unteren Gren-
ze der Norm lag. Die Echodichte beider Nieren war sonographisch erhöht und der
Serumkreatinin-Wert lag kontinuierlicḧuber 1,2 mg/dl. Es bestand keine Aminoazidu-
rie.
Im MRT (Abb. 4.3) sah man verbreiterte Seitenventrikel und ein vollständiges Fehlen
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Abbildung 4.3: Schädel MRT des Patienten E.II:2 mit isoliertem Komplex III – Mangel (A) Transversalschnitt in
der T2 – Wichtung. Der rote Pfeil kennzeichnet die Stelle des fehlenden Septum pellucidum. Beide Seitenven-
trikel sind symmetrisch erweitert. (B) Coronarschnitt in T1 – Wichtung mit Darstellung des Zyklopenventrikels
(roter Pfeil) und der Kleinhirnober- und – unterwurmhypoplasie (gelbe Pfeile) (C) Transversalschnitt in T2 –
Wichtung. Aufgrund einer Kleinhirnhypoplasie (gelbe Pfeile) stellen sich der vierte Ventrikel und die Cisterna
magna erweitert dar. (D) Im Sagittalschnitt in T1 – Wichtung sieht man die Hypoplasie des Corpus callosum
(grüne Pfeile) und des Kleinhirnes. Das Foramen Magendie ist deutlich erweitert (blauer Pfeil).
des Septum pellucidum. Sowohl das Corpus callosum als auch die Sehnerven waren
hypoplastisch. Die Basalgagien waren normal angelegt. Die Hypophyse war nachweis-
bar, jedoch deutlich hypoplastisch. Aufgrund einer partiellen Kleinhirnober – und –
unterwurmhypoplasie waren der vierte Ventrikel, das Foramen Magendie und die Ci-
sterna magna erweitert.
Die Messung der Aktiviẗaten der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe im Mus-
kelgewebe ergab einen isolierten Komplex III – Mangel. Dieser ließ sich auch in
gez̈uchteten Fibroblasten nachweisen (Tabelle6.4auf Seite77). In der Muskelhistolo-
gie fanden sich keine ragged – red – fibers. Eine Aminoazidurie und ein systemischer/
muskul̈arer Carnitinmangel konnten ausgeschlossen werden.
Familie F, Patient 15 (Tabelle6.3auf Seite74)
Patient F.II:6 Der Patient war das sechste Kind gesunder, blutsverwandter Eltern
(Cousin und Cousine 1. Grades). Ein verstorbener Bruder zeigte einenäh lichen klini-
schen Verlauf. Die anderen Geschwister sind gesund (siehe Stammbaum in Abb.6.13B
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Abbildung 4.4: Belastungstest des Patienten E.II:2 mittels Fahrradergometrie. Die schwarzen Viereckebezeich-
nen die Laktatkonzentration, die offenen Dreieckedie Pyruvatkonzentration. Der in Ruhe bestimmte Laktatwert
lag mit 1.8 mmol/L im Normbereich [0,5 – 2,2], der Laktat/Pyruvat (L/P) – Quotient war normal. Der Patient
erschöpfte sich nach 6 Minuten bei einer Belastung von weniger als 1 Watt/kg Körpergewicht. Es fand sich
ein steiler Anstieg der Laktatkonzentration im Serum. Der L/P – Quotient war mit 25 pathologisch erhöht
[Normalwert: <15]. Selbst nach 20 – minütiger Pause war die Laktatkonzentration im Serum noch nicht wie-
der auf den Ausgangswert abgefallen. Diese Befunde legen eine Störung der oxidativen Phosphorylierung
nahe.
auf Seite80). Im Alter von zwei Wochen erkrankte der Patient an einer Pneumonie.
Im Alter von 10 Wochen wurde er erneut mit Fieber und Tachypnoe stationär aufge-
nommen. Er war zu diesem Zeitpunkt hyperglykämisch (BZ 30,5 mmol/L) und ke-
toazidotisch (pH 7,1, BE -18 mmol/l). Das Serum-Laktat war normal. Eine zu diesem
Zeitpunkt begonnene Insulinbehandlung mußte kontinuierlich fortgesetzt werden. Ab
dem 6. Lebensmonat fiel eine motorische Entwicklungsretardierung auf. Der Junge
konnte nie frei sitzen oder sprechen. Abgesehen von einer ausgeprägt n Muskelhypo-
tonie fanden sich keine neurologischen Defizite.
Im Alter von 12 Monaten wurde der Patient zum dritten Mal mit einem hochfieberhaf-
ten Harnwegsinfekt stationär aufgenommen. Der Blutzucker lag bei 11 mmol/L. Dar-
über hinaus fand sich eine Granulozytopenie (0.2 Granulozyten/nl). Eine Knochen-
markspunktion ergab eine stark erniedrigte Granulopoese. Eine Therapie mit GCSF
(granulocyte – colony – stimulating – factor) erhöhte die Anzahl der peripher zirkulie-
renden Ganulozyten auf 13,5/nl. Darüber hinaus fand sich eine Leberdysfunktion mit
Anstieg der Transaminasen bei jedoch normalerγGT und alkalischer Phosphatase. Bei
der MRT-Untersuchung des Gehirns fand sich eine Pachygyrie.
In einer Muskelbiopsie wurde ein isolierter Atmungskettenkomplex III – Mangel nach-
Kasuistiken (Isolierter Komplex III – Mangel) 37
gewiesen (Tabelle6.4auf Seite77). Die histologische Untersuchung ergab keine Auffäl-
ligkeiten, elektronenmikroskopisch waren die Mitochondrien jedoch abnorm vergrößert.
Im Alter von 17 Monaten wurde der Patient zum vierten Mal stationär aufgenommen.
Im Rahmen eines fieberhaften Infektes kam es zu einer ausgeprägt n Leberzellscḧadi-
gung (ALAT 19.068 U/l, ASAT 93.087 U/l, LDH 31.332 U/l, AP 412 U/l, Gesamt –
Bilirubin 53µmol/L, davon 81% konjugiertes Bilirubin) mit einer sonographisch deut-
lich vermehrten Echodensität des Leberparenchyms. Die Gallenwege erschienen nicht
pathologisch ver̈andert. Der Patient verstarb einen Tag nach station¨ rer Aufnahme an
einem Kreislaufschock.
Familie G, Patientin 21 (Tabelle6.3auf Seite74)
Über die Familien – und Perinatalanamnese dieser Patientin ist nichts bekannt. Sie
stammt aus Kolumbien und wurde im Alter von 2 Jahren adoptiert. Zum damaligen
Zeitpunkt fielen ein Makrozephalus (3 cm> 97. Perzentile), eine Muskelschwäche
und Belastungsintoleranz auf. Aufgrund einer erhöhten Urinausscheidung von Glut-
ars̈aure wurde ein Glutarazidurie Typ I vermutet, aber biochemische Untersuchungen
der Glutaryl – CoA – Dehydrogenase ergaben Normalwerte. Unter oraler Glukosebe-
lastung stieg das Serum – Laktat auf 2,4 mmol/L [Normwert: 0,5 – 2,2]. Dabei war
das Laktat/Pyruvat – Verhältnis normal. Auch nach den Mahlzeiten stieg das Serum –
Laktat auf maximal 4,1 mmol/L an. Die Messung der Aktivitäten der Atmungsketten-
komplexe in der Muskelbiopsie ergab einen isolierten Komplex III – Mangel (Tabel-
le 6.4 auf Seite77). Ein PDH – Mangel wurde biochemisch ausgeschlossen. Ein im
Alter von 5 Jahren angefertigtes MRT der weißen und grauen Hirnsubstanz war nor-
mal. Der klinische Verlauf der Erkrankung ist chronisch progredient. Die Patientin hat
eine Hepatomegalie, andere Organe scheinen nicht betroffen zu sein. Die Herzfunktion
ist normal. Das M̈adchen ist jetzt 6 Jahre alt und geistig retardiert.
Familie H, Patientin 26 (Tabelle6.3auf Seite74)
Die Patientin war das erste Kind gesunder Eltern. Zur Konsanguinität lagen keine si-
cheren Angaben vor. Der Bruder und die Schwester der Mutter sind vor längerer Zeit
an einer progredienten neurodegenerativen Erkrankung verstorben. Genauere Angaben
zum Verlauf der Erkrankungen sind nicht zu erheben. Der jüngere Bruder der Patien-
tin leide an der gleichen Erkrankung, seine Symptome seien jedoch schwächer ausge-
prägt. Schwangerschaft und Geburt der Patientin waren normal. Die frühkindliche Ent-
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wicklung verlief unauff̈allig. Ab dem Alter von 3 Jahren traten eine Gangstörung und
eine Choreoathetose auf. Im kraniellen MRT kamen bilaterale striatale Läsionen zur
Darstellung. In Zusammenhang mit einem erhöhten Liquorlaktat von 2,5 mmol/L wur-
de die Diagnose eines Leigh – Syndroms gestellt. Im Serum wurden normale Laktat – ,
jedoch erḧohte Alanin – Konzentrationen gemessen. In der Muskelbiopsie wurde bio-
chemisch ein isolierter Komplex III – Mangel gefunden. Die Aktivität der Pyruvatde-
hydrogenase war normal. Ab dem Alter von 6 Jahren entwickelte das Mädchen eine
Myoklonusepilepsie und eine rasch progrediente Spastik. Die Herzfunktion blieb nor-
mal. Die geistige und sprachliche Entwicklung der Patientin waren stark retardiert.
Ein im Alter von 12 Jahren angefertigtes MRT zeigte im Bereich der Putamen und
subcortical fronto – temporal beidseits hypodense Läsionen und eine Erweiterung des
supratentoriellen Ventrikelsystems im Sinne einer Hirnatrophie. Im Alter von 15 Jah-
ren verstarb die Patientin an einer rasch progredienten zentralen Atemstörung.
Kapitel 5
Material und Methoden
5.1 Messung der Aktivitäten der Enzyme der Atmungs-
kette
5.1.1 Gewinnung und Vorbereitung des Materials
Vor jedem Eingriff wurden die Patienten bzw. ihre Eltern entsprechend der Deklaration
von Helsinki [1] über den Nutzen und die Risiken des Eingriffs aufgeklärt.
Hautbiopsienvon ca. 3 mm Kantenlänge wurden in lokaler Infiltrationsan¨ sthesie mit
2% Lidocain entnommen. Die Hautbiopsie wurde bis zur Weiterverarbeitung in isoto-
ner Kochsalzl̈osung bei 4oC aufbewahrt. Zur Anlage von Fibroblastenkulturen wurde
das Hautsẗuck mit einem Skalpell zerkleinert. Das Wachstum der Fibroblastenkulturen
erfolgte in M199 Medium (Gibco) supplementiert mit 20% fetalem Kälberserum. Zur
Aktivit ätsmessung der verschiedenen Atmungskettenkomplexe wurden ca.20×106 Fi-
broblasten pro Meßreihe eingesetzt. Enzymaktivitäten wurden in einer Mitochondrien
– angereicherten Fraktion gemessen [220].
Muskelbiopsienwurden in der Regel als Nadelbiopsie vom rechten Musculus vastus
lateralis unter Kurznarkose mit Ketamin entnommen. Hierbei wurden entsprechend
dem Alter des Patienten Bergström – Biopsienadeln mit Durchmessern zwischen 2
und 5 mm verwendet. Das Muskelbiopsat wurde nach der Entnahme geteilt. Ein klei-
ner Anteil wurde in Glutaraldehyd für die Elektronenmikroskopie fixiert. Dasübrige
Gewebe wurde zu etwa gleichen Teilen (a) sofort in flüssigem Stickstoff f̈ur die bio-
chemischen Analysen schockgefroren und (b) auf Korkplättchen aufgebettet und̈uber
einen Zwischenschritt in fl̈ussigem Isopropanol ebenfalls in flüssigem Stickstoff einge-
froren. Der Zwischenschritt in fl̈ussigem Isopropanol soll Gefrierartefakte reduzieren.
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Die Lagerung der Aliquots erfolgte bei – 80oC.
Aufarbeitung der Muskelprobe: Ein Muskelsẗuck von ca. 200 mg wurde von Fett und
Bindegewebe befreit und in 2 ml SETH (0,25 MSucrose, 2 mMEDTA, 10 mM Tris,
50 000 UHeparin/ 100 ml, pH 7,4) Puffer aufgenommen. Das Muskelstück wurde
daraufhin mit einem Chopper kleingehackt und anschließend mit einem Potterstab ho-
mogenisiert. Ein Teil dieses Homogenats wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren
und bei – 80oC aufbewahrt. Der Rest wurde bei 600 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der
Überstand wurde zu 100µL aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei
– 80oC aufbewahrt.
Aufarbeitung der gez̈uchteten Hautfibroblasten: Hautfibroblasten sind im Vergleich zu
Muskelzellen mit nur wenigen Mitochondrien ausgestattet. Daher muß zur Messung
der Aktivitäten der Atmungskettenkomplexe aus den gezüchteten Fibroblasten eine
mit Mitochondrien angereicherte Fraktion gewonnen werden. Ungefähr106 Fibrobla-
sten wurden in 2 ml SETH Puffer gewaschen und anschließend mit dem Potterstab
homogenisiert. Ein Aliquot des Homogenats wurde zur Bestimmung der Markerenzy-
me Cytochrom c – Oxidase und Citratsynthase und zur Eiweißbestimmung eingefro-
ren. Der Rest wurde für 10 Minuten bei 600 g zentrifugiert. Der̈Uberstand mit der
Mitochondrienfraktion wurde in ein neues Gefäßüberf̈uhrt. Dieser wurde zur Bildung
eines Mitochondrienpellets für 30 Minuten mit 12.000 g zentrifugiert. Am Ende wur-
de derÜberstand verworfen und das Mitochondrienpellet in ca. 100µL SETH Puffer
resuspendiert. Auf diese Weise erhält man eine Mitochondrienfraktion mit ca. 20 fach
angereicherter Aktiviẗat der Atmungskettenenzyme. Da während der Anreicherungs-
prozedur die Mitochondrien geschädigt und teilweise aufgebrochen werden können,
verlieren sie Matrixenzyme wie z.B. die Citratsynthase. Aus diesem Grunde wurden
die Aktivitäten in der angereicherten Fraktion nicht auf die Citratsynthase – Aktivität,
sondern auf die Cytochrom c – Oxidase – Aktivität bezogen, da sich die gesamte Cy-
tochrom c – Oxidase – Aktivität, wie auch die der anderen Atmungskettenenzyme, in
der Membranfraktion der Mitochondrien befindet.
5.1.2 Messung der Gesamtfunktion der Atmungskette
Diese Messung erm̈oglicht einenÜberblicküber die gesamte Atmungskettenfunktion.
Als Ausgangsmaterial wird NADH verwendet. Die Nettoreaktion der Atmungskette
lautet: NADH + H+ + 1
2
O2 −→ NAD+ + H2O. Die Abnahme der NADH – Konzen-
tration kann spektrophotometrisch durch Abnahme der Extinktion beiλ=340 nm ge-
messen werden. Der Elektronentransfer findet jedochüber mehrere Zwischenschritte
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statt. Die Spezifiẗat der Gesamtreaktion wird geprüft indem man testet, ob sich Einzel-
schritte der Gesamtreaktion durch Rotenon, Antimycin A und Cyanidionen spezifisch
hemmen lassen. Die spezifischen Hemmsubstanzen sind rot hervorgehoben:
Bei derin vitro – Reaktion wird Kaliumferricyanid statt Sauerstoff als Elektronenak-
zeptor benutzt. Die Kinetik der Extinktionsabnahme beiλ=340 nm gibt Auskunfẗuber
die integrale Funktion der Atmungskette. Die technischen Details der Reaktion sind in
Trounceet al. (1999) beschrieben [198]. Die NADH:O2 – Oxidoreduktase – Aktiviẗat
wird sowohl im Homogenat als auch im 600 g –Überstand gemessen. Die Aktivitäts-
angaben werden auf die Aktivität der Citratsynthase oder auf den Gesamtproteingehalt
bezogen.
5.1.3 Messung der Komplex I – Aktivitäten
Bei Messung des Komplexes I wird die NADH:Ubichinon – Oxidoreduktase – Ak-
tivit ät des Homogenats bzw. des 600 g –Überstandes bestimmt. Die Nettoreaktion
lautet: NADH + H+ + CoQox −→ NAD+ + CoQH2 (CoQ = Coenzym Q oder Ubi-
chinon). Zur Bestimmung der Reaktionskinetik wird die Abnahme der Extinktion bei
λ=340 nm gemessen. Die Reaktion ist spezifisch mit Rotenon hemmbar. Da die Proben
immer auch eine gewisse unspezifische NADH:Ubichinon – Oxidoreduktaseaktivit¨ t
aufweisen, muß zur spezifischen Aktivitätsbestimmung die Differenz aus Gesamtakti-
vität und unspezifischer Aktivitä (d.h. der Aktiviẗat nach Hemmung durch Rotenon)
gebildet werden [198]. Die NADH:Ubichinon – Oxidoreduktaseaktivitäten werden auf
die Aktivität der Citratsynthase oder auf den Gesamtproteingehalt bezogen.
5.1.4 Messung der Komplex II+III – Aktivit äten
Die Reaktion der Succinat:Cytochrom c – Oxidoreduktase (Komplex II + III) lautet:
Succinat + FAD+ −→ FADH + H+ + Fumarat; FADH + H+ + CoQox −→ FAD+ +
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CoQH2 (Succinatdehydrogenase). Im Anschluß daran gestaltet sich der Elektronen-
fluß wie folgt: CoQH2 −→ Cytochrom c1 −→ Cytochrom c (Ubichinol:Cytochrom c
– Oxidoreduktase). Die Extinktionszunahme von reduziertem Cytochrom c kann bei
λ=550 nm spektrophotometrisch gemessen werden. Um zu verhindern, daß das re-
duzierte Cytochrom c gleich durch die Cytochrom c – Oxidase oxidiert wird, setzt
man dem Reaktionsgemisch Natriumazid hinzu, welches die Cytochrom c – Oxidase
hemmt. Die Reduktion des Ubichinons wird durch eine Hemmung der Komplex I –
Aktivit ät durch Rotenon verhindert [198]. Die Succinat:Cytochrom c – Oxidoreduk-
taseaktiviẗaten werden auf die Aktivität der Citratsynthase oder auf den Gesamtprote-
ingehalt bezogen. Ergeben sich Auffälligkeiten in dieser Kombinationsuntersuchung,
müssen die Aktiviẗaten der Atmungskettenkomplexe II und III separat gemessen wer-
den.
5.1.5 Messung der Komplex II – Aktivitäten
Die Enzymaktiviẗat des Komplexes II (Succinat:Ubichinon – Oxidoreduktase) wird
mit Hilfe des k̈unstlichen Elektronenakzeptors Dichlorophenolindophenol (DCPIP)
gemessen. Die Reaktion läuft wie folgt ab: Succinat + FAD+ −→ FADH + H+ + Fu-
marat; FADH + H+ + DCPIPox −→ FAD+ + DCPIPH2. Die Extinktionsabnahme des
verbrauchten DCPIP kann spektrophotometrisch beiλ=600 nm verfolgt werden. Zur
Hemmung von Komplex I wird zum Reaktionsgemisch Rotenon hinzugesetzt. Die Re-
aktion ist spezifisch mit Antimycin A hemmbar. Ist nach Hemmung noch eine unspe-
zifische Enzymaktiviẗat zu messen, so wird diese von der Gesamtaktivitä abgezogen
[198]. Die Succinat:Ubichinon – Oxidoreduktaseaktivitäten werden auf die Aktivität
der Citratsynthase oder auf den Gesamtproteingehalt bezogen.
5.1.6 Messung der Komplex III – Aktivit äten
Die Enzymaktiviẗat von Atmungskettenkomplex III (Ubichinol:Cytochrom c – Oxido-
reduktase) wird mit Hilfe des k̈unstlichen Substrats Decyl – Ubichinon – H2 (DUH2)
gemessen. DUH2 wird durch Komplex III oxidiert und das gleichzeitig hinzugegebene
Cytochrom c reduziert. Die Extinktionszunahme des oxidierten Cytochrom c kann bei
λ=550 nm spektrophotometrisch bestimmt werden. Um zu verhindern, daß das neu
entstandene reduzierte Cytochrom c durch die Cytochrom c – Oxidase (Komplex IV)
oxidiert wird, fügt man dem Reaktionsgemisch Natriumazid zur Hemmung der Cyto-
chrom c – Oxidase hinzu. Als spezifische Komplex III – Aktivität gilt die Differenz
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zwischen Gesamtaktivitä und unspezifischer Aktivitä (nach Hemmung mit Antimy-
cin A) [198]. Die Ubichinol:Cytochrom c – Oxidoreduktaseaktivitäten werden auf die
Aktivit ät der Citratsynthase oder auf den Gesamtproteingehalt bezogen.
5.1.7 Messung der Komplex IV – Aktivitäten
Zur Messung des Atmungskettenkomplexes IV (Cytochrom c – Oxidase) l¨ ßt man
reduziertes Ferro – Cytochrom c aus Rinderherzen durch die Cytochrom c – Oxidase
oxidierens. Die Reaktion kann durch die spektrophotometrische Extinktionsabnahme
bei λ=550 nm verfolgt werden [198]. Die Cytochrom c – Oxidaseaktivitä en werden
auf die Aktivität der Citratsynthase oder auf den Gesamtproteingehalt bezogen.
5.1.8 Messung der Citratsynthase – Aktiviẗaten
Die Citratsynthase ist das am häufigsten benutzte Markerenzym der Mitochondrien-
matrix. Bei einer Scḧadigung tritt das Enzym aus dem Mitochondrium aus. Es ist da-
her ein wichtiger Marker f̈ur die Integriẗat von Mitochondrien. Patienten mit einem
Citratsynthase – Mangel sind nicht bekannt. Da die Citratsynthase eine Schlüsselrolle
im Citratzyklus spielt, scheint ihr Mangel nicht mit dem Leben vereinbar zu sein. Der
Assay verfolgt die Reduktion von 5,5’ – dithiobis(2 – Nitrobenzoesäure) beiλ=412
nm, welche an die Reduktion von Acetyl – CoA durch die Citratsynthase in Anwe-
senheit von Oxalazetat gekoppelt ist. Die Citratsynthase-Aktivitä en werden auf den
Gesamtproteingehalt bezogen.
5.1.9 Messung der Proteinkonzentrationen
Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry [131]. Der Test beruht darauf, daß Cu2+
Ionen unter basischen Bedingungen mit den Peptidbindungen der Proteine Komplexe
bilden und dadurch zu Cu+ reduziert werden. Diese Ionen bilden mit dem Folin –
Ciocalteau – Reagenz einen instabilen blauen Komplex, dessen Farbintensität als Maß
der Proteinkonzentration dient. Zur Bestimmung der absoluten Proteinkonzentrationen
wird eine Eichgerade mit bekannten Proteinverdünnungen aus bovinem Serumalbumin
erstellt. Die Extinktion des blaufarbenen Komplexes wird spektrophotometrisch bei
λ=500 nm bestimmt.
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5.2 Molekulargenetische Techniken
5.2.1 Klonierung derNDUFV1-cDNA
Menschliche Gesamt – RNA wurde aus 107 mononuklëaren Blutzellen aus frischem
Buffy – Coat mit RNAzol B extrahiert und in einem Ansatz mit Superscript Reverser
Transcriptase, Zufalls – Hexameren und poly(T) – Primern bei 42oC in cDNA umge-
schrieben. Um sowohl den gesamten Leserahmen als auch die 5’ – und 3’ – UTRs
zu amplifizieren, wurde die RACE – Technik (Rapid Amplification of cDNA Ends)
angewandt [65, 31]. Die genspezifischen Oligonukleotid – Primer 51cDNA1F und
51cDNA2R wurden entworfen, nachdem bereits bekannte menschliche Genfragmente
(GenBank S67973, S53175) und die bovine Sequenz (GenBank M58607) aneinander
ausgerichtet wurden (Clustal – Alignment). Die Sequenzen aller in dieser Untersu-
chung benutzter Oligonukleotid – Primer sind in Tabelle5.1 auf Seite45 aufgelistet.
Zur PCR wurde AmpliTaq – Polymerase und ein lizensiertes GeneAmp 2400 PCR –
System von Perkin Elmer benutzt. Jede PCR wurde mit dem OptiTaq – Protokoll (BI-
OS Laboratories) optimiert. Das zunächst gewonnene 624 bp lange PCR – Fragment
wurde auf einem Agarosegel gereinigt, ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe von
Zentrifugen – S̈aulen (Quiagen) eluiert. Die automatische Sequenzierung erfolgte mit
dRhodamin – Didesoxy – Farbterminatoren und FS – AmpliTaq – Polymerase auf dem
ABI Prism 377 DNA – Sequenzierungsgerät. Die so erlangte Sequenz entsprach fast
vollständig dem GenBank cDNA – Fragment S67973 mit Ausnahme eines CG anstatt
eines GC an Position nt449 – 450. Dies kann durch einen Sequenzierungsfehler oder
eine Sequenzvariante bedingt sein. Das zentral gelegene cDNA – Fragment (nt292 –
913) wurde benutzt, um weitere genspezifische Primer (GSP) für die RACE – Technik
zu entwerfen. Zur halbverschachtelten Amplifikation der 5’ – UTR wurden der 5’ –
RACE – Kit und die Oligonukleotid – Primer 5’ – GSP1, 5’ – GSP2 und 5’ – GSP3
benutzt. Zur Amplifikation der 3’ – UTR wurden der 3’ – RACE – Kit und die Oligo-
nukleotid – Primer 3’ – GSP1 und 3’ – GSP2 eingesetzt. Die resultierenden PCR –
Produkte wurden anschließend mit den Oligonukleotid – Primern 5’ – GSP3 und 3’
– GSP2 nur vom 3’ – zum 5’ – Ende sequenziert, da eine umgekehrte Sequenzierung
durch die ungenaue Primer – Anlagerung an dem poly(A/G) – Schwanz unmöglich ist.
Bei Kenntnis der 5’ – und 3’ – UTR des Gens konnte ein Oligonukleotid – Primerpaar
entworfen werden, das den gesamten offenen Leserahmen des Gens in sich einschließt
(5’Upstream und 3’Downstream). Die PCR mit diesen Oligonukleotid – Primern er-
gab ein ca. 1.5 kbp langes Fragment, dessen beide Stränge mit den in Tabelle5.1
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Tabelle 5.1: Oligonukleotid – Primer zur Amplifikation und Sequenzierung des NDUFV1 – Gens. Die Position
der Primer zur Bestimmung der genomischen Sequenz kann der Abbildung 6.6 auf Seite 61 entnommen
werden.
aufgef̈uhrten Oligonukleotid – Primern sequenziert wurden.
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5.2.2 Klonierung der genomischenNDUFV1– DNA
Menschliche genomische DNA wurde aus mononukleären Blutzellen mit der Salz-
extraktionsmethode gewonnen [133]. Um die Gengr̈oße zu ermitteln und um nach
möglichen Pseudogenen zu fahnden, wurde die gesamte genomische DNA mit ver-
schiedenen Restriktionsenzymen verdaut. Die Restriktionsfragmente wurden auf ei-
nem Agarosegel durch Elektrophorese nach ihrer Größe getrennt und anschließend
durch Southern Blot auf einer Nylon – Membran immobilisiert. Eine 1504 bp lange
cDNA – Sonde wurde mit dem Primerpaar 5’Upstream und 3’Downstream in einer
PCR – Reaktion generiert und durch Zufallspriming in Gegenwart von [α32]P – dCTP
und dem Klenow – Fragment der DNA – Polymerase I radioaktiv markiert. Die Hy-
bridisierung fandüber 15 Stunden in 0.5 M Phosphatpuffer pH 7.4, 7% SDS und 1
mM EDTA bei 65oC statt. Zur anschließenden Waschung bei 60oC über 30 Minu-
ten wurde 40 mM Phosphatpuffer pH 7,4 mit 0,1% SDS eingesetzt. Die Autoradio-
graphie wurde auf einem Phosphor – Imager (BioRad GS – 363) durchgeführt. In
der N̈ahe des Gr̈oßenmarkers von 6,6 kbp (λ/Hind III) fand sich eine einzelne Ban-
de im Hind III/ Hpa I – Verdau. Wie aus Tabelle5.1 auf Seite45 ersichtlich, wurden
cDNA – Oligonukleotid – Primer entworfen, die keine der möglichen Exon – Exon
Grenzen̈uberspannten. Mit dieser Methode konnte das gesamte Gen inüberlappenden
PCR – Fragmenten (Abbildung6.6auf Seite61) amplifiziert und sequenziert werden.
Zur Amplifikation des langen Intron 1 wurde ein Expand – PCR Protokoll zusammen
mit speziell entworfenen Oligonukleotid – Primern (P3 und P4) eingesetzt, welche
eine hohe Hybridisierungstemperatur von 72oC aufwiesen [122]. Da die zuverl̈assige
Lesel̈ange des automatischen Sequenziergerätes nur ca. 500 bp beträgt, wurden noch
zus̈atzlich verschachtelte Oligonukleotid – Primerpaare zur Sequenzierung der Introns
1 und 4 eingesetzt. Die Intron – Exon – Grenzen wurden durch Vergleich der genomi-
schen Sequenzfragmente mit der bereits bekannten cDNA – Sequenz ermittelt.
5.2.3 Amplifikation der NDUFV1– Promotorregion.
Zur Aufkärung der genomischenNDUFV1– Sequenz (ohne Zuhilfenahme eines ge-
nomischen Klones, allein mit PCR – Techniken) wurde ein von Muellert al. (1989)
beschriebenes Protokoll modifiziert [140]: 10 µg gesamtgenomischer DNA wurden
partiell mit Dde I (1U/10 µg DNA über 1 Stunde bei 37oC) verdaut, um Fragmente
mit Längen zwischen 500 bis 2000 bp zu erhalten. DerÜberhang am 5’ – Ende wurde
in Gegenwart des Klenow – Fragmentes der DNA – Polymerase I und einer dNTP –
Mischung aufgef̈ullt. Der Linker wurde als eine 1µM Lösung zubereitet. Dies geschah
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Abbildung 5.1: Darstellung der 22 mitochondrialen transfer – RNAs. Für die Aminosäuren Serin und Leucin
existieren jeweils zwei unterschiedliche tRNAs mit den Codons AGYund UCN für Serin und UUR und CUN für
Leucin. Die elf für das tRNA – Mutationsscreening generierten Multiplex – PCR – Fragmente sind rot abgebil-
det.
durch Aufkochen der Oligonukleotid – Primer Linker1 und Linker2 und anschließen-
der langsamer Abk̈uhlung mit ca. 1oC/Minute auf Raumtemperatur. Dies ermöglichte
die Anlagerung der homologen Oligonukleotid – Sequenzen. Die Ligation zwischen
aufgef̈ullten Restriktionsfragmenten und Linker wurde durch die T4 – Ligase in Ge-
genwart von ATP̈uber 16 Stunden bei 15oC katalysiert. In der Folge konnte per halb-
verschachtelter PCR mit den Oligonukleotid – Primerpaaren Linker1 – GSP(A) und
Linker1 – GSP(B) ein ca. 400 bp langes PCR – Fragment generiert werden, welches
sich bei der automatischen Sequenzierung als 5’ – UTR desNDUFV1– Gens heraus-
stellte (Abbildung6.1).
5.2.4 Primerset zum Mutationsscreening mitochondrialer tRNAs
Zum Screening mitochondrialer tRNA – Mutationen wurde ein Primerset entwickelt,
mit dem alle 22 mitochondrialen transfer – RNAs in wenigen Multiplexreaktionen
PCR – amplifiziert und automatisch sequenziert werden kö nen. Diese Methode ist
rasch, nicht wesentlich aufwendiger als eine SSCP – Analyse (single – stranded – con-
formation – polymorphism) und weist eine wesentlich höhere Mutationsdetektionsrate
auf (98% versus ca. 70% bei der SSCP – Analyse). Die PCR – Primer sind in Tabel-
le 5.2 auf Seite48 dargestellt. Die Lage der PCR – Fragmente ist in Abbildung5.1
dargestellt.
Material und Methoden (Molekulargenetische Techniken) 48
5.2.5 Sequenzierung der DNA
Alle Sequenzierungen wurden mit dem dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Kit
von Perkin Elmer nach Protokoll durchgeführt. Die zuverl̈assige Leselänge zum Auf-
sp̈uren heterozygoter Mutationen beträgt mit diesem Protokoll bei optimalen Versuchs-
Tabelle 5.2: Darstellung der Primer, welche für die Sequenzierung mitochondrialer tRNAs eingesetzt wurden
und deren Positionen auf der mitochondrialen DNA.
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bedingungen ungefähr 500 Basenpaare. In entsprechenden Abständen wurden ver-
schachtelte Primer entworfen. Die Primer fü die Sequenzierungen, die im Rahmen
der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, sind in den Tabellen5.1(auf S.45), 5.2
(auf S. 48) und5.3(auf S.50) aufgef̈uhrt:
Sequenzierung mitochondrialer Gene:Cytochrom c 1 – 3, Cytochrom bund alle 22
mitochondrialen tRNAs.
Sequenzierung nuklëar kodierter Gene: NDUFV1 – cDNA undNDUFV1 – DNA
(genomisch). Die Lage der benutzten Primer auf den Genabschnitten ist in Ab-
bildung6.6(S.61) dargestellt.
Die PCR – Produkte wurden vor der Sequenzierung auf einem 1%igen Agarosegel
aufgereinigt, ausgeschnitten, eluiert und anschließend sequenziert.
5.2.6 Haplotypanalyse mit Fluoreszenzmarkern
Fluoreszenzmarkierte Primer sind teuer. Zur Kostenoptimierung habe ich eine Metho-
de entwikkelt, die es erm̈oglicht, mit einem Universalprimer sämtliche PCR – Frag-
mente zu markieren [168]. Diese Methode wurde am 15.07.1999 beim Deutschen Pa-
tentamt in M̈unchen unter der Nummer 199 34 084.6 zum Patent und unter der Num-
mer 299 12 683.8 als Gebrauchsmuster angemeldet. Das Ziel war, ein kostengünstiges
Verfahren zu entwickeln, das eine Markierung von DNA – Fragmenten während ei-
ner einzigen PCR – Reaktion ermöglicht. Bei der PCR – Amplifikation eines DNA –
Fragmentes werden zwei Oligonukleotid – Primer eingesetzt. Diese sind zur zu am-
plifizierenden DNA – Sequenz komplementär, so daß sie spezifisch hybridisieren. Ein
Oligonukleotid – Primer ist an seinem 5 – Ende mit einer dem Universal – Oligo-
nukleotid – Primer homologen Adaptersequenz versehen. Die Markierungsreaktion
findet in einem Reaktionsgefäß statt, in dem schon zu Beginn der PCR – Reaktion
der markierte Universal – Oligonukleotid – Primer hinzugefügt wurde und sowohl die
Oligonukleotid – Primerkonzentrationen als auch die PCR – Zyklusbedingungen so
geẅahlt wurden, daß der markierte Universal – Oligonukleotid – Primer in den folgen-
den PCR – Zyklen in die neu synthetisierten DNA – Fragmente eingebaut wird.
Die Reaktionsschritte werden in Abbildung5.2, S.51 genauer beschrieben.: Als Pri-
mer für eine PCR – Testreaktion werden folgende Oligonukleotide benutzt, die nach
Standardmethoden kommerziell synthetisiert wurden:
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Tabelle 5.3: Darstellung der Primer, welche für die Sequenzierung der mitochondrialen Cytochrom cund b –
Gene eingesetzt wurden und deren Positionen auf der mitochondrialen DNA.
• Ein fluoreszenz-(FAM)-markierter Universal – Oligonukleotid – Primer: FAM –
TGT AAA ACG ACG GCC AGT– 3. Die kursiv gedruckte Sequenz oder
”
M13(–
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21)“ genannte Sequenz, auch als Adaptersequenz bezeichnet, entspricht der –
21 Promotorsequenz des M13 – Phagen und kommt im menschlichen Genom
naẗurlicherweise nicht vor.
• Zwei für Mikrosatelliten – Marker spezifische Oligonukleotid – Primer, von de-
Abbildung 5.2: (A & B) Vorwärts- und Rückwärtsprimer, der gewellte Anteil stellt die universelle Adapter-
sequenz dar (z. B. die M13( – 21) – Sequenz), der schraffierte Anteil stellt die genspezifische Oligonukleo-
tidsequenz dar. (C) Markierter Universal – Oligonukleotid – Primer, der Stern stellt die angekoppelte Markie-
rung dar. Schematische Darstellung der Reaktionsabläufe: (D) Zunächst lagern sich der DNA – Matritze der
Vorwärts – und Rückwärts – Primer mit ihrer genspezifischen Sequenz an und werden in 3 – Richtung durch
die thermostabile DNA – Polymerase verlängert. Während dieser ersten PCR – Zyklen wird die Adapterse-
quenz des Vorwärts – Primers in das PCR – Produkt eingebaut. (E) Die molare Konzentration der Primer ist so
berechnet, daß vom Vorwärts – Primer nur ein Viertel der Konzentration des Rückwärts – und des Universal
– Oligonukleotid – Primers eingesetzt wird. Dies führt dazu, daß der Vorwärts – Primer nach etwa 25 Zyklen
verbraucht ist. Da zwischenzeitlich durch den Vorwärtsprimer jedoch die Adaptersequenz mit in die PCR –
Produkte inkorporiert wurde, kann sich nun der markierte Universal – Oligonukleotid – Primer spezifisch an-
lagern und die Funktion des Vorwärts – Primers ubernehmen”. Da der markierte Universal – Oligonukleotid
– Primer jedoch eine geringere Schmelztemperatur hat, muß die Temperatur bei den folgenden 8 – 10 Zy-
klen für die Anlagerungsreaktion auf 53oC abgesenkt werden. (F) Das fertige PCR – Endprodukt ist nun an
seinem 5 – Ende markiert und um die Anzahl der Basenpaare der Adaptersequenz länger als ein vergleich-
bares PCR – Produkt, welches nur mit den rein sequenzspezifischen Oligonukleotiden (schraffierte Anteile
der Primer) generiert worden wäre. Vergleicht man die ermittelten Sequenzlängen für polymorphe Mikro-
satelliten – Marker mit der publizierten Allelfrequenz, so muß die Anzahl der Basen der Adaptersequenz von
den experimentell ermittelten Fragmentlängen abgegzogen werden. Wurde mit der Taq – Polymerase am-
plifiziert, muß man zusätzlich eine weitere Base abziehen, die von dem 3 – terminalen Adenosin – Überhang
stammt.
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nen der Vorẅartsprimer 5 –TGT AAA ACG ACG GCC AGTAGA GAC TAG
ACA AGT TGC A – 3 an seinem 5 – Ende mit der oben beschriebenen M13( –
21) – Adaptersequenz (Sequenz im Primer kursiv dargestellt) gekoppelt ist und
der R̈uckwärtsprimer 5 – CAC TAT CTT GTT AGC TCA CT – 3.
Der PCR – Reaktionsansatz enthält in 50µL Gesamtvolumen 5µL Taq – spezifischen
PCR – Puffer, 1,5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs (Desoxynukleotidtriphospate:äquimo-
lare Mischung aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 100 ng genomische DNA, je 8 pmol
UNI – und REV – Primer und 2 pmol FOR – Primer. Um eine unspezifische Bindung
der DNA – Polymerase zu verhindern, wird der PCR – Reaktionsansatz zunächst f̈ur
5 Minuten auf 94oC erẅarmt und erst dann 1 U Taq – Polymerase hinzugef¨ t. Nach
Hinzugabe der Taq – Polymerase startet das folgende Thermocycler – Protokoll: 30
Zyklen: Denaturierung: 94oC (30 sec), Anlagerung: 56oC (45 sec), Extension: 72oC
(45 sec); 8 Zyklen: Denaturierung 94oC (30 sec), Anlagerung: 53oC (45 sec), Extensi-
on 72oC (45 sec); abschließende Elongation: 72oC (600 sec)
1 µL des PCR – Produktes wird mit 20µL deionisiertem Formamid und 0.5µL eines
50 bp ROX Standard (Perkin Elmer) vermischt. Nach 2 minütiger Erhitzung auf 94oC
und anschließender Schockkühlung im Eisbad wird die Probe auf einem Kapillarse-
quenzierungsgerät (z.B. ABI 310 Prism Genetic Analyzer) oder einem Gelsequenzie-
rungsger̈at (z.B. ABI 377 Prism Genetic Analyzer) mit Laserdetektion analysiert.
5.3 Quantitative Analyse der DNA
5.3.1 Gewebsverteilung derNDUFV1– mRNA
Ein Masterblot mit immobilisierter menschlicher poly A+ mRNA aus verschiedenen
fetalen und adulten Geweben wurde bei 65oC mit einer radioaktiv markierten cDNA
– Sonde (siehe Seite44) hybridisiert, welche sich im Southern – Blot als spezifisch
erwiesen hatte. Die Autoradiographie wurde mit einem Phosphor – Imager durch-
geführt und die Signalstärke mittels Densitometrie und Volumenintegration berech-
net. DieNDUFV1– mRNA – Mengen wurden aufUbiquitin – mRNA – undHPRT–
mRNA – Mengen geeicht.
5.3.2 Quantifizierung der mutierten mitochondrialen DNA
Zur experimentellen Bestimmung des Heteroplasmiegrades wurde die PCR – PIRA –
Technik angewandt. Das Akronym steht für
”
primer induced restriction analysis“. Ge-
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14849T→C nt14817 – 14836 nt15002 – 14982 HaeIII 186 155 + 31
15074T→C nt14817 – 14836 nt15257 – 15232 DdeI 257 + 93 + 64 350 + 64
15218A→G nt15110 – 15130 5’CCT CCT CAG ATT
CAT TGA ACT AGG
TGT G3’
Bsp1286I 137 111 + 26
15257G→A nt14817 – 14836 nt15499 – 15480 AccI 439 + 244 683
15458T→C nt15381 – 15400 5’GGT GAG AAT AGT
GTT AAT GTC ATT
CCG G3’
Nci I 106 79 + 27
15812G→A nt15600 – 15621 nt15946 – 15926 RsaI 214 + 133 347
Tabelle 5.4: Primersets und Restriktionsendonukleasen für Restriktions – Assays von Mutationen des Cyto-
chrom b– Gens. Die Numerierung der Primerbasenpositionen erfolgte gemäß der Standard
”
Oxford“ – Se-
quenz (GenBank NC 001807). Im Falle einer primer – induced – restriction – analysis (PIRA) ist die gesamte
Primersequenz angegeben. Die mismatch – Basen sind unterstrichen.
legentlich wird durch eine Punktmutation eine neue Restriktionsstelle geschaffen oder
eine in der Wildtypsequenz vorhandene Erkennungsstelle entfernt. Ist dies nicht der
Fall, so kann man sich mit einem Mismatch – Primer behelfen. Dieser Primer führt
durch eine oder mehrere Basenfehlpaarungen in das PCR – Produkt eine künstliche
Restriktionsschnittstelle ein. Diese künstliche Restriktionsstelle kann durch die Punkt-
mutation abgeschafft oder auch hinzugefügt werden. Auf diese Weise ist ein Screening
einer großen Anzahl von PCR – Produkten durch Restriktionsanalyse möglich. Im
Falle der mitochondrialen 7472inC Mutation kommt dieses Verfahren zur Quantifizie-
rung der mutierten DNA zum Einsatz. Der Rückwärtsprimer (mitochondriale Sequenz
nt7608 – 7588) [6] wird am 5’ – Ende mit [γ32]P – ATP und T4 – Kinase radioak-
tiv markiert. Ein Vorẅarts – Mismatch – Primer 5’ – CAA AAA AGG AAG GAA
TCG AAC CCA C – 3’ wurde benutzt, um eine neueBsi YI Restriktionsschnittstelle
zu schaffen. Die geschnittenen PCR – Produkte wurden auf einem 10%igem Poly-
acrylamidgel elektrophoretisch separiert, auf einem Phosphor – Imager detektiert und
quantitativ per Densitometrie und Volumenintegration analysiert.
Bei Auffinden einer Mutation imCytochrom b– Gen mit Hilfe der automatischen Se-
quenzierung muß diese mit einem zweiten Verfahren bestätigt werden. Hierf̈ur eignen
sich in der Regel Restriktionsfragment – Längenpolymorphismus (RFLP) – Assays.
Die Primer/Restriktionsenzym – Kombinationen sind in Tabelle5.4 dargestellt. Die
Ergebnisse einiger RFLP – Assays sind in Abbildung6.13auf Seite80dargestellt.
Material und Methoden (Verbrauchsmittel und Software) 54
5.4 Verbrauchsmittel und verwendete Software
Restriktionsenzyme, molekulare Größenmarker, Klenow – Fragment der DNA – Poly-
merase I, T4 – DNA – Ligase, Superscript Reverse Transkriptase, 3’ – und 5’ – RACE
– Kit und Oligonukleotide (Life Technologies Inc.), Expand – PCR – Kit (Takara),
[α32]P – dCTP (Amersham), Human Master Blot (Clontech), AmpliTaq – Polymerase
und dRhodamin – Farbterminator – Sequenzierkit (Perkin Elmer), Gel – Reinigungssy-
teme (Quiagen), RNAzol (Biosolve BV) und Hybridisierungsmembranen (NEN Life
Science Products). Alle Chemikalien waren vom Reinheitsgrad
”
pro analysi“.
Die Sequenz Alignments wurden mit dem SEQUENCE NAVIGATOR von Perkin El-
mer durchgef̈uhrt. Das BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL (BLAST)
auf dem Server des National Center for Biotechnology Information (NCBI) in den
USA wurde zur Homologiesuche genutzt [5]. Mögliche Exon – Exon – Grenzen in der
NDUFV1– cDNA wurden mit dem Programm RNASPL des BAYLOR COLLEGE OF
MEDICINE GENE FINDER aufgesp̈urt [182]. Mögliche Transmembran – Elemente
und mitochondriale Importsequenzen wurden mit den Programmen TOPPRED II1.2
und MITOPROTII analysiert [36, 35]. Densitometrische Messungen und Berechnun-
gen wurden mit dem Programm MULTI – ANALYST 1.0.1 von BioRad durchgeführt.




6.1 Bestimmung der vollsẗandigen Gensequenz des hu-
manenNDUFV1– Gens.
Nach derzeitigem Kenntnisstand besteht Komplex I der Atmungskette aus 41 Protein
– Untereinheiten. Eine Dysfunktion oder ein Fehlen jeder einzelnen Untereinheit kann
potentiell zur Dysfunktion des Gesamtkomplexes führen. Liegt ein isolierter Komplex
I-Mangel vor, so kann der genetische Defekt in jedem der für seine Untereinheiten ko-
dierenden Gene (Strukturgene) liegen. Darüber hinaus ist es m̈oglich, daß der Defekt
keines der Strukturgene, sondern
”
übergeordnete“ Gene betrifft, die den Zusammenbau
des Gesamtkomplexes gewährleisten. Nur einige dieser letzteren sogenannten Assem-
bly – Gene sind beiNeurospora crassabekannt [105, 171], beim Menschen wurden
die homologen Gene noch nicht kloniert.
Vermutet man einen Defekt in einem Strukturgen, stellt sich die Frage, welche der ins-
gesamt 34 nuklëar kodierten Untereinheiten ein vielversprechender Kandidat für eine
Mutationssuche ist. Bei dieser Entscheidung helfen biochemische Arbeiten, in denen
die Zusammensetzung, die prosthetischen Gruppen und die Redoxzentren des Kom-
plexes I publiziert sind [62, 61, 211].
Bei den Genen der Atmungskette handelt es sich um sogenannte
”
housekeeping“ – Ge-
ne, deren Integrität für die Zellfunktion essentiell ist. Phylogenetisch sind diese Gene
somit
”
alt“. Selbst bei prokaryontischen Zellen finden sich Teile des Atmungsketten-
komplexes I. So gibt es beiEscherichia coliein sogenanntesNuo– Operon (NADH:
UbichinonOxidoreduktase), bei dem die Gene für 14 Untereinheiten hintereinander
auf einem DNA – Strang angeordnet sind [215]. Im Laufe der Evolution wurde beim
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Abbildung 6.1: 5’ – flankierende Region des NDUFV1 – Gens mit möglichen Bindungsstellen für Transkripti-
onsfaktoren. TATA – oder CCAAT – Boxen fehlen jedoch. CpG – Elemente sind unterstrichen. (→) Transkripti-
onsstartpunkt wie mit 5’ – RACE bestimmt.
Übergang zu eukaryontischen Zellen die Funktion des Komplexes I feiner abgestimmt
und reguliert. Die Folge war die
”
Addition“ immer weiterer Untereinheiten [60].
Dank dieser phylogenetischen Informationen konnte die Gruppe der Kandidatengene
für eine Mutationssuche eingeengt werden. Die Entscheidung fiel zunächst auf die 51
kDa – Untereinheit des Komplexes I (NDUFV1). Diese Untereinheit stellt mit ihrer
Bindungsstelle f̈ur NADH2 gewissermaßen die Eintrittspforte in den Komplex I dar
[48], und ist in der Natur so wichtig, daß selbstEscherichia coliein homologes Gen
(NuoF) aufweist.
Die Mutationssuche erforderte daher zunächst die Aufkl̈arung der DNA – Sequenz und
der Struktur des ausgewähltenNDUFV1– Gens.
6.1.1 Erstbeschreibung der vollsẗandigen cDNA – Sequenz der hu-
manenNDUFV1– Untereinheit
Vor Beginn der Arbeit waren nur Teile der cDNA – und genomischenNDUFV1– Se-
quenz bekannt. Diese umfassten die beiden ersten Exone und ein ca. 400 bp langes
Fragment am 3’ – Ende des Gens [183, 3]. Mittels unterschiedlicher PCR – Techni-
ken konnte ich die gesamte cDNA – und genomische Sequenz desNDUFV1 – Gens
amplifizieren und sequenzieren. Bei der Sequenzierung der cDNA fand sich ein 1450
bp langes Transkript (Abb.6.2, S.57). Der Startpunkt der Transkription konnte durch
den 5’ – RACE bei 69 bp lokalisiert werden. Von diesem Punkt aus finden sich 29
und 70 bp in 3’ – Richtung zwei m̈ogliche ATG – Startkodons. Das erste ATG – Tri-
plett wird 5 bp sp̈ater in 3’ – Richtung von einem Stopkodon gefolgt, liegt nicht im
Sequenzkontext eines möglichen Translationsstart – Kodons [112] und kommt somit
als Startkodon nicht in Frage. Das 70 bp vom Transkriptions – Startpunkt entfern-
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Abbildung 6.2: Gesamte cDNA – Sequenz des NDUFV1– Gens. Die abgeleitete Aminosäuresequenz ist über
der Nukleotidsequenz im Einbuchstaben – Kode angegeben. Zahlen auf der linken Seite bezeichnen die Nu-
kleotidpositionen, Zahlen auf der rechten Seite bezeichnen Aminosäurepositionen. Die umrandeten ersten
20 Aminosäuren stellen die angenommene mitochondriale Importsequenz dar. Fingerabdruck – Motive für
mögliche Bindungsstellen der prosthetischen Gruppen sind mit Zahlen bezeichnet: (1) NADH, (2) FMN, (3)
Eisen – Schwefel – Cluster. Das Polyadenylierungs – Signal in der 3’ – UTR (AATAAA) ist unterstrichen. Der
graue Kasten stellt das Antisense – Alignment zwischen der 5’ – UTR des γ – Interferon induzierbaren Proteins
(IP30) und der 3’ – UTR von NDUFV1 dar. Die 100% ige Homologie zwischen den beiden Sequenzen ist auf
den Bereich begrenzt, welcher unterlegt ist und hört nach dem dritten kodierenden Triplett von IP30 auf.
(Schwarze Dreiecke) Exon – Exon – Grenzen. (*) Stop – Kodon.
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Abbildung 6.3: Hydrophobie – Plot des NDUFV1-Proteins. Die Stärke der hydrophoben Wechselwirkung für
bestimmte Abschnitte der Polypeptidsequenz ist in einer Hydrophobie-Skala (H) angegeben (nach Engel-
man et al., 1986) [56]. Dabei beschreiben negative Werte hydrophile und positive Werte hydrophobe Poly-
peptidanteile. Abschnitte, die über einen längeren Bereich hydrophob sind, bilden sehr wahrscheinlich eine
α – Helix (0,5-1,0 möglich, >1,0 sicher). Die α – Helix ist typisch für transmembranöse Proteinabschnitte. Wie
aus dem Plot ersichtlich, handelt es sich bei NDUFV1 um ein größtenteils hydrophiles Protein ohne sichere
Transmembrandomänen.
te ATG – Triplett befindet sich ein einem Konsensus –
”
Kozak“ – Sequenzkontext
[(CC)RCCATGG] f̈ur einen Translations – Startpunkt und beginnt ein offenes Lesera-
ster von 464 Kodons. Die abgeleitete Polypeptidsequenz ergibt ein rechnerisch 50,8
kDa großes Protein. Der Hydrophobie – Plot (Abb.6.3, S. 58) weist ein vornehm-
lich hydrophiles Protein ohne Transmembrandomänen auf. Die L̈ange der vermuteten
mitochondrialen Importsequenz wurde mit dem Programm MITOPROTII theoretisch
berechnet und umfaßte die ersten 20 Aminosäuren. Der Algorithmus des Programms
funktioniert unter der Annahme, daß Importsequenzen hydrophil sind, in der Regel
eine positive Ladung aufweisen und keine sauren Aminosäuren beinhalten. Da die be-
rechnete Gr̈oße des Proteins 50.8 kDa beträgt und das native Protein im SDS – PAGE
– Gel bei 51 kDa l̈auft, scheint es, daß beiNDUFV1die Importsequenz nach Eintritt
in die mitochondriale Matrix nicht entfernt wird. In der Polypeptidsequenz finden sich
Konsensus – Motive für eine FMN Bindungsstelle (G[AM] – G – [AR] – Y – [LIVM]
– C – G – [DE](2) – [STA](2) – [LIM](2) – [EN] – S = Prosite PS00644) und eine
Bindungsstelle f̈ur Eisen – Schwefel – Kluster (E – S –C – G – x –C – x – P –C
– R – x – G = Prosite PS00645), wobei die drei benachbarten Cystein – Seitenketten
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Abbildung 6.4: Alignment der menschlichen NDUFV1 – Aminosäuresequenz mit der Sequenz von NADH –
Dehydrogenasen weiterer Spezies. Die konservierten Positionen des G – x – G – x – x – G – x(15 – 20) – [DE]
Fingerabdruck – Motivs sind grau unterlegt. Die Aminosäuresequenzen der nichthumanen Spezies sind der
GenBank entnommen (X56227, X644402, X83999).
mögliche Liganden f̈ur das 4Fe – 4S – Kluster darstellen.
Wierengaet al. (1986) haben in verschiedenen Dinukleotid – bindenden Proteinen
unterschiedlicher Spezies ein gemeinsamesβαβ – Motiv∗ entdeckt [218]. Sie leiteten
daraus ein Sequenzmotiv ab, in welchem drei invariante Glycin – Positionen zum C –
Terminus hin von einer invarianten Asparagin – oder Glutaminsäure – Position gefolgt
werden. Dieser
”
Fingerabdruck“ (G – x – G – x – x – G – x – (15 – 20) – [DE]) kann
bei NADH – Dehydrogenasen verschiedener Spezies nachgewiesen werden (Abb.6.4).
NDUFV1– Transkripte sind zwar ubiquitär nachweisbar, jedoch in unterschiedlicher
Menge (Abb.6.5). Wie für Gewebe mit hohem Energiebedarf zu erwarten, fanden sich
die meisten Transkripte desNDUFV1 – Gens im adulten Herz – und Skelettmuskel,
im fetalen Herzmuskel, in dienzephalen Strukturen, in der Substantia nigra, in der
Niere und Leber. In den peripheren Leukozyten ließen sich nur wenige Transkripte
nachweisen.
6.1.2 Erstbeschreibung der genomischen Struktur des humanen
NDUFV1– Gens
Die Untersuchung von Restriktionsfragmenten im Southern – Blot bestätigte, daß es
sich beiNDUFV1um eine Einzelkopie handelt und im Gegensatz zuNDUFV2keine
Pseudogene nachweisbar sind [42]. Die relativ geringe Gr̈oße der Introns erm̈oglichte
es, die gesamte genomischeNDUFV1– Struktur mit unterschiedlichen PCR – Techni-
ken aufzukl̈aren.Überlappende PCR – Fragmente wurden so aneinander ausgerichtet,
daß sie das gesamte Gen umfaßten. Insgesamt fanden sich 10 Exons, deren Exon –
Intron Grenzen alle dasGT. . . AG Konsensusmotiv aufweisen. Die Introngrößen va-
∗Dasβαβ – Motiv entspricht einer zwischen zweiβ – Faltbl̈attern gelegenenα – Helix
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Abbildung 6.5: PolyA+ – RNA – Punktblot unterschiedlicher adulter und fetaler Gewebe des Menschen (hy-
bridisiert mit einer radioaktiv markierten NDUFV1 – cDNA – Sonde). Die Ergebnisse der densitometrischen
Volumenintegration sind in Einheiten von OD*mm2 dargestellt. Die Signalstärke wurde mit einer Ubiquitin –
Sonde geeicht. Durch die höhere lineare Sensitivität des Phosphor – Imagers können im niedrigen Inten-
sitätsbereich noch Signale detektiert und deren Intensität berechnet werden, die sich in Graustufen nicht
mehr abbilden lassen.
riieren zwischen 73 und 1320 bp (Tabelle6.1, S. 61). Innerhalb des ersten Introns
liegt eine Alu – Sx Sequenz (HSU14574) und eine polymorphe poly(A) – Sequenz.
In Intron 4 findet sich eine polymorphe poly(T) – Sequenz. Das Verfahren der ligati-
onsvermittelten einseitigen PCR ermöglichte es, auch die genomische Sequenz vom
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Abbildung 6.6: Genomische Struktur der humanen 51 kDa Untereinheit von Komplex I (NDUFV1). Die Zahlen
beziehen sich auf die Positionen im offenen Leserahmen der cDNA (Abb. 6.2, S. 57). Das Alu – SX – Element
im ersten Intron ist als Doppellinie dargestellt. Die überlappenden PCR-Fragmente, welche zur Bestimmung
der genomischen Struktur benutzt wurden, sind als Balken unter der Gendarstellung gezeichnet. Die Primer
– Nummern beziehen sich auf Tabelle 5.1, S. 45.
Tabelle 6.1: Intron – Exon – Grenzen des NDUFV1 – Gens. Großbuchstaben bezeichnen Exon – Sequenzen
und Kleinbuchstaben Intron – Sequenzen. Die gesamte genomische Sequenz wurde in der GenBank unter
der Zugriffsnummer AF053069 abgelegt. Die Nukleotid – Positionsnummern beziehen sich auf den offenen
Leserahmen der cDNA – Sequenz (Abb. 6.2, S. 57 oder GenBank AF053070).
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Transkriptions – Startpunkt aus in 5’ – Richtung aufzuklären (Abb.6.1, S.56). In die-
sem Sequenzstück fehlen dieüblichen Motive f̈ur TATA oder CCAT – Boxen. Das
Fehlen dieser Regulationsmotive wurde bereits bei einigen nukleär odierten Unter-
einheiten der Komplexe I und IV beschrieben [80, 213, 172].
Zwischen den Basenpaaren -258 und -253 fand sich eine Konsensus – Sequenz (MG-
GAAG) für die Bindungsstelle des Transkriptionsfaktors NRF – 2 (nuclear respiratory
factor 2). NRF – 2 scheint die Transkription verschiedener nukleär kodierter Gene zu
regulieren, welche später in das Mitochondrium importiert werden. Dasselbe Konsen-
sus – Motiv findet sich in der 5’ – Region einiger nukleär kodierter Untereinheiten der
mitochondrialen Cytochrom c Oxidase, derα – Untereinheit der ATP – Synthase und
des mtTFA (mitochondrial transcription factor A) [208].
Das Auftreten dieses Konsensus – Motivs wurde von mir erstmals in einem der Kom-
plex I – Gene beschrieben [169]. Die funktionelle Bedeutung dieses Transkriptions-
faktors f̈ur NDUFV1 muß jedoch noch in einem Reportergen – oder einem Bandshift
– Assay nachgewiesen werden.
Zus̈atzlich zum NRF – 2 Bindungsmotiv fanden sich noch potentielle GC – Elemente
( – 168 bis – 163 bp) und eine GATA – Box ( – 134 bis – 131 bp). Eine Analyse der
Verteilung von CpG – Motiven ergab, daß sich 97 aus 185 (52%) aller im Gen vorhan-
denen CpGs in der N̈ahe des Transkriptions – Startpunktes befinden. Dies bedeutet,
daß der Transkriptions – Startpunkt im Bereich einer CpG – Insel liegt, was mit der
”
Housekeeping“ – Funktion vonNDUFV1gut vereinbar ist.
6.1.3 Bedeutung der Homologie zwischenNDUFV1und dem Gen
desγ – Interferon – induzierbaren Proteins (IP30)
Die NDUFV1– Untereinheit von Komplex I ist zwischen verschiedenen Spezies kon-
serviert und zeigt auch zwischen Eu – und Prokarionten eine hohe Homologie [150].
Daher erstaunt die Homologie von 96.9% zwischen Mensch und Rind wenig.Überra-
schenderweise fand sich eine 100%ige Antisense – Homologie zwischen dem 3’ –
UTR von NDUFV1 und der 5’ – UTR (einschließlich der ersten zwei Kodons) des
Gens f̈ur dasγ – Interferon induzierbare Protein (IP30) (GenBank J03909). Verfolgt
man die Sequenz desIP30– Gens weiter in 3’ – Richtung, verliert sich die Homologie
zu NDUFV1 (Abb. 6.2, S.57). Die Funktion des IP30 ist nicht bekannt. Seine cDNA
wurde kloniert [128] und ist in vielen Geweben nachweisbar. Eine hohe Repräsentanz
von 1.3% findet sich in einer Lungen – cDNA – Bibliothek (UniGene Hs.119114).
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Seine Transkription wird durchγ – Interferon (IFN –γ) stimuliert. Das Polypeptid
IFN – γ wird primär von aktivierten Lymphozyten freigesetzt und löst die zahlreichen
Erscheinungen einer verzögerten Immunantwort aus. Darüber hinaus besitzt es anti-
proliferative Eigenschaften. Es interagiert mit einem Plasmamembran – Rezeptor und
kann dadurch die Expression von Genen modulieren, welche an der Immunantwort be-
teiligt sind. In einigen F̈allen induziert IFN –γ die Transkription direkt (HLA Klasse
I und II Gene), in anderen Fällen sind zus̈atzliche Mediatoren f̈ur die Induktion erfor-
derlich. IP30 k̈onnte z.B. solch ein Mediator in der IFN –γ – Reaktionskaskade sein.
Natürliche Antisense – Nukleotide können die Genexpression regulieren und wurden
bereits bei prokariontischen und eukariontischen Geninteraktionen beschrieben [111].
Man kann daher annehmen, daß die 3’ – UTR vonNDUFV1 aufgrund der oben be-
schriebenen Antisense – Homologie ein natürlicher Supressor der IP30 – Translation
sein k̈onnte. Hybridisieren die beiden Stränge miteinander, wie in Abb.6.7dargestellt,
kann das Ribosom nicht mehr an die 5’ – UTR von IP30 binden und bis zum Startko-
don scannen: die IP30 – Translation wird unterbunden.
Aufgrund der drei folgenden Argumente scheint die Verbindung zwischenNDUFV1
und IP30 mehr als rein zufällig zu sein:
1. Die 100%ige Homologie von 48 bp zwischen den beiden Strängen besteht, ob-
wohl beide Gene auf unterschiedlichen Chromosomen liegen (Chr11 und Chr9).
Abbildung 6.7: Hypothetische Auswirkung der Antisense – Homolgie der NDUFV1– mRNA auf die Translation
des IFN – γ induzierbarem Proteins (IP30): Durch Blockierung der 5’ – UTR der IP30 – mRNA nach Anlagerung
der 3’ – UTR der NDUFV1– mRNA könnte das Ribosom (gelb) nicht mehr an der 3’ – UTR der IP30 – mRNA bis
zum Startkodon entlanglaufen. Eine Translation des IP30 – Proteins bliebe somit aus.
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2. Die Homologie beschränkt sich nur auf die 5’ – UTR und die ersten beiden
Kodons von IP30. Genau diese Sequenzanteile sind an der Ribosomenbindung
und am Translations – Start beteiligt.
3. Die homologe Region ist nicht Teil einer repetitiven Alu – Sequenz.
NDUFV1 – Transkripte k̈onnten daher besonders in Geweben mit hohem Energie –
und Sauerstoffbedarf eine Immunantwort unterdrücken. In diesen Geweben fallen bei
der oxidativen Phosphorylierung̈uber die Atmungskette viele Sauerstoff – Radikale
an, deren entz̈undungsf̈ordernde Wirkung gut belegt ist [29, 189, 37]. Tats̈achlich gibt
es Fallberichte, in denen ein Komplex I – Mangel mit entzü dlichen Ver̈anderungen
wie Myositis oder Enzephalomyelitis einhergeht [227].
6.1.4 Erstbeschreibung von Mutationen desNDUFV1 – Gens bei
Patienten mit isoliertem Komplex I – Mangel.
Insgesamt wurden 30 Patienten mit isoliertem Komplex I – Mangel untersucht. Die
biochemischen Untersuchungsergebnisse der 4 Patienten mit Mutationen imNDUFV1
– Gen sind in den Tabellen6.2, S.66und6.9, S.102dargestellt.
Die Screeninguntersuchungen wurden an mRNA aus gezüchteten Patientenfibrobla-
sten durchgef̈uhrt. Nach Umschreibung der mRNA in cDNA wurde das gesamteNDUFV1
– Gen PCR – amplifiziert und mit geschachtelten Primern bidirektional automatisch
sequenziert.
Bei vier Patienten fanden sich neue Mutationen, die entweder zum Austausch ei-
ner konservierten Aminosäure oder zu einem vorzeitigen Kettenabbruch (Stopmuta-
tion) führten. Die Pathogenitä der Missense – Mutationen ließe sich an knockout –
Mausmodellen mit den jeweiligen Mutationen und entsprechendem Funktionsverlust
des Komplexes I am besten nachweisen. Da dies aufgrund des beträchtlichen Auf-
wandes nur f̈ur maximal eine ausgeẅahlte Mutation m̈oglich ist, wird in der Regel
die Erfüllung der allgemein anerkannten Pathogenitätskriterien von Cotton & Scriver
(1998) gefordert [38]. Diese sind:
1. eine Genotyp – Pḧanotyp – Kosegregation,
2. ein Ausschluß der Mutation in 200 Allelen gesunder Kontrollpersonen,
3. eine hohe evolution̈are Konservierung der mutierten Aminosäure,
4. und eine Analyse des gesamten offenen Leserasters des entsprechenden Gens.
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Abbildung 6.8: (A) Nachweis der 632C→T Mutation bei Familie B (Kasuistik, S. 31). Die Mutation liegt bei der
Indexpatientin homozygot vor und führt zu einem Austausch von Alanin gegen Valin in der hochkonservier-
ten FMN – Bindungsdomäne. (B) Stammbaum der konsanguinen Familie B. (C) Analyse genomischer DNA:
RFLP – Nachweis der 632C→T Mutation. Belegung der Elektrophoresespuren: Die untersuchte DNA stammt
aus (1) gezüchteten Fibroblasten und aus (2) Muskel der Indexpatientin, aus (3) peripheren Lymphozyten
der Mutter, aus (4) gezüchteten Chorionzellen der zweiten Schwangerschaft, vom (5) abgetriebenen Fetus,
aus (6) peripheren Blutlymphozyten des Vaters, aus (7) nativen und (8) gezüchteten Chorionzellen der drit-
ten Schwangerschaft. (9) Normalkontrolle. (D) Längenpolymorphismen zehn unterschiedlicher Marker. Die
Linien unter den Haplotypbalken verbinden identische Haplotypen. Man sieht den deutlichen Unterschied
zwischen den Balken 4 und 5. wt = Wildtyp, mut = Mutante.
Diese Pathogenitä skriterein sind f̈ur die Missense – Mutationen 632C→T, 1268C→T
und 1022C→T alle erf̈ullt. Darüber hinaus wurden auch die häufigsten Punktmutatio-
nen und Deletionen in der mitochondrialen DNA der Patienten ausgeschlossen. Die
vier Mutationen des Gens werden nun im einzelnen diskutiert.
Mutation 632C→T (Ala211Val): Die cDNA – Sequenzierung der Indexpatientin
aus Familie B (Kasuistik S.31, biochemische Befunde S.102) ergab eine homozygote
C→T Mutation an Position nt632. Die Homozygotie konnte auf genomischer DNA –
Ebene mittels Restriktionsfragmentanalyse bestätigt werden. Die Mutation f̈uhrt zu ei-
nem Austausch von Alanin zu Valin an Position 211 der Polypeptidkette (Ala211Val).
Das Alanin an dieser Position liegt in einem vom Menschen bis zuEscherichia coli
hochkonservierten Proteinbereich, welcher die FMN-bindende Domäne von NDUFV1
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bildet (Abb.6.11, S.69). Die gesunden Eltern der Indexpatientin sind heterozygot für
diese Mutation.
Eine Diskrepanz zwischen biochemischem und molekulargenetischem Befund ergab
sich für den abgetriebenen Fötus (B.II:2) der zweiten Schwangerschaft. Diese Diskre-
panz ist nicht allein mit dem m̈utterlichen Haplotyp der gezüchteten Chorionzellen
erklärt, wie in Abschnitt6.4 noch zu erl̈autern ist. Biochemische Messungen hatten
in den gez̈uchteten Chorionzotten dieser Schwangerschaft einen isolierten Komplex I
– Mangel ergeben, wohingegen das Muskelgewebe des später abortierten F̈otus nor-
male Komplex I – Aktiviẗaten aufwies. Letzterer Befund wäre im Einklang mit der
Heterozygotie f̈ur die Mutation. Ein j̈ungerer Bruder der Indexpatientin ist ebenfalls
heterozygot und gesund (aktuelles Alter 2 Jahre). Die Mutation wurde in 280 Allelen
gesunder Kontrollpersonen nicht gefunden.
Mutationen 175C→T (Arg59Stop) und 1268C→T (Thr423Met): Die initiale
Mutationssuche auf cDNA – Ebene bei den betroffenen Patienten der Familie C (Ka-
suistik S.32, biochemische Befunde S.66) ergab eine scheinbar homozygote C→T
Mutation an Position nt1268. Diese Mutation führt zu einem Austausch von Threonin
zu Methionin an Position 423 der Polypeptidkette (Thr423Met). Diese Aminosäure er-
scheint funktionell wichtig, da sie vonEscherichia colibis zum Menschen konserviert
ist (Abb. 6.11auf S.69). Die Homozygotie dieser Mutation konnte aber auf genomi-
scher DNA – Ebene nicht bestätigt werden. Sowohl bei den betroffenen Brüdern als
auch bei der Mutter lag diese Mutation heterozygot vor, beim Vater fand sie sich nicht.
Unter der Vermutung, daß es sich beim Vater um eine Promotor – oder Intronmutation
handeln k̈onnte, wurde das gesamte väterliche Gen mit allen Introns und Exons sowie
Tabelle 6.2: Aktivitäten der Atmungskettenkomplexe der Patienten aus den Familien C und D. † Ergebnisse
dargestellt als mU/U Citratsynthase – Aktivität. Die Normwerte sind nicht normalverteilt, daher ist hinter jedem
Meßwert der 5-95 Perzentilenbereich des Normalkollektivs angegeben.
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Abbildung 6.9: (A) Nachweis der 175C→T und 1268C→T Mutationen bei Familie C (Kasuistik, S. 32). Die
1268C→T Mutationen erscheint auf cDNA – Ebene homozygot, da die mRNA – Kopien des anderen Allels
mit Stopmutation durch nonsense mediated messenger decay (NMD) eliminiert wurden. (B) Stammbaum
der Familie C. (C) Analyse der genomischen DNA: RFLP – Nachweis der heterozygoten 175C→T Mutation
beim Vater und bei beiden Söhnen. (D) Analyse der genomischen DNA: RFLP – Nachweis der heterozygoten
1268C→T Mutation bei der Mutter und bei beiden Söhnen. (E) Analyse der cDNA: quantitative Restriktions-
analyse radioaktiv markierter DNA. Die Transkripte des väterlichen Allels mit der Stop – Mutation stellen sich
aufgrund des nonsense mediated messenger decay nur schwach dar (offene Pfeile). mut = mutierte DNA,
wt = Wildtyp – DNA
der 350 bp Promotorsequenz sequenziert. Dabei fand sich eine heterozygote Stopmuta-
tion (CGA→TGA) an Position 175. Diese Stopmutation verkürzt die Polypeptidkette
um 91% und f̈uhrt so zu einer funktionslosen Untereinheit. Der Einbau einer erheblich
verkürzten Proteinuntereinheit kann darüber hinaus noch zur Dysfunktion des Gesamt-
komplexes f̈uhren, da seine Gesamtstabilität beeintr̈achtigt wird. Um diesen dominant
negativen Effekt auszugleichen, wäre es f̈ur die Zelle
”
biologisch sinnvoll“, mRNAs
mit vorzeitigen Stopmutationen zu eliminieren. Tatsächlich existiert ein solcher Me-
chanismus, der als NMD (nonsense mediated messenger decay) bezeichnet wird. Ther-
mannet al. (1998) haben diesen Mechanismus genauer untersucht und herausgefun-
den, daß NMD meist dann eintritt, wenn das vorzeitige Stopcodon noch vor einem
zu spleißenden Intron liegt [187]. Diese Bedingung ist beim Vater gegeben, da die
175C→T Mutation bereits im Exon 2 auftritt und entsprechend viele Introns folgen.
Mittels einer empfindlicheren Detektionsmethode (Restriktionsanalyse mit radioaktiv
Ergebnisse und Diskussion (Mutationen im NDUFV1 – Gen) 68
Abbildung 6.10: (A) Nachweis der 1022C→T Mutation bei Familie D (Kasuistik, S. 32). (B) Stammbaum der
Familie D. (C) Analyse genomischer DNA: RFLP – Nachweis der heterozygoten 1022C→T Mutation bei beiden
Eltern und Geschwistern. Die Indexpatientin trägt die Mutation homozygot. Auf der rechten Seite ist eine
gesunde Kontrollperson zum Vergleich aufgetragen. mut = mutierte DNA, wt = Wildtyp – DNA
markierten PCR – Fragmenten) konnte ich nachweisen, daß die mRNA des väterli-
chen Allels bei beiden Patienten vorhanden war, jedoch in stark reduzierter Menge.
Dies führte dazu, daß die 1268C→T Mutation auf cDNA – Ebene scheinbar homo-
zygot vorlag. Die Mutation wurde in 200 Allelen gesunder Kontrollpersonen nicht
gefunden. F̈ur die 175C→T Stopmutation er̈ubrigte sich das Screening 200 normaler
Allele.
Mutation 1022C→T (Ala341Val): Die cDNA-Sequenzierung der Indexpatientin
aus Familie D (Kasuistik S.32, biochemische Befunde S.66) ergab eine homozygote
C→T Mutation an Position nt1022. Die Homozygotie konnte bei der Indexpatientin
auf genomischer DNA – Ebene bestätigt werden. Sowohl die Eltern als auch beide
gesunde Geschwister sind heterozygot. Die Mutation führt zu einem Austausch von
Alanin zu Valin an Position 341 der Polypeptidkette (Ala341Val). Das Alanin an dieser
Position ist vom Menschen bis zur Kartoffel (Solanum tuberosum), jedoch nicht bis
zu Escherichia colikonserviert (Abb.6.11, S. 69). Diese relativ
”
milde“ Mutation
könnte die Auspr̈agung des Pḧanotyps der Patientin erklären. Von allen Patienten mit
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Abbildung 6.11: Alignment der NADH – Dehydrogenasen unterschiedlicher Spezies. Die Missense – Muta-
tionen (Pfeile) liegen in konservierten Domänen des Proteins. Die Ala211Val – Mutation liegt im Bereich der
FMN – bindenden Domäne, die vom Menschen bis zu Bakterien streng konserviert ist. Das Gleiche gilt für
die Thr423Met – Mutation, die sich in einem zwischen pro – und eukaryontischen Zellen streng konservier-
ten Sequenzmotiv befindet [G – x – T – x – CA – x(7) – P – x – Q]. Dieses Motiv findet sich nur in NADH –
Dehydrogenasen des aeroben Stoffwechsels und stellt daher sehr wahrscheinlich eine wichtige funktionelle
Domäne des Proteins dar. Die Ala341Val – Mutation liegt dagegen
”
nur“ in einer bis zur Kartoffel konser-
vierten Aminosäureposition. Dies könnte den relativ
”
milden“ Phänotyp der Indexpatientin aus Familie D
erklären. Die Genbank – Zugriffsnummern der Sequenzen sind (von oben nach unten): AF053070, M58607,
Z50109, X83999, X64402 und AE000317.
NDUFV1 – Mutationen ist sie die einzige, diëalter als zwei Jahre geworden ist. Die
Mutation wurde in 200 Allelen gesunder Kontrollpersonen nicht gefunden.
6.1.5 Variabilit ät des klinischen Pḧanotyps bei unterschiedlichen
Mutationen in Komplex I – Untereinheiten
Inzwischen wurden bei Patienten mit isoliertem Komplex I – Mangel weitere Muta-
tionen in nuklëar kodierten Untereinheiten des Komplexes I publiziert. Diese fanden
sich in den NDUFS4 – , NDUFS7 – und NDUFS8 – Untereinheiten und werden nun
genauer beschrieben, um die Variabilität des Pḧanotyps zu illustrieren:
NDUFS4: Ein achtj̈ahriger Junge wurde im Alter von 8 Monaten mit schwerem Er-
brechen, Muskelhypotonie und Dystrophie vorgestellt. Ab dem Alter von 13
Monaten traten epileptische Anfälle, Bradypnoe und Areflexie hinzu. Das Kind
verstarb im Alter von 16 Monaten an Herzkreislaufversagen. Die Laktatwerte
im Liquor und im Serum waren normal. Im Schädel – MRT fanden sich eine ge-
neralisierte Hirnatrophie und symmetrische Signalintensitätserḧohungen in der
T2 – Wichtung im Bereich der Basalganglien. Die Mutationsanalyse inNDUFS4
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ergab eine 5 b – Insertion im 3’ – Ende des Gens. Die Funktion der NDUFS4
– Untereinheit ist nicht geklärt. Es besteht eine 91%ige Homologie zwischen
Mensch und Rind. Die Mutation liegt im Bereich eines Konsensusmotivs (Argi-
nin – Valin – Serin) f̈ur eine Phosphorylierungsstelle [204].
NDUFS7: Das Kind fiel im Alter von 11 Monaten mit unstillbarem Erbrechen auf.
Ab dem Alter von 3 Jahren entwickelte es eine linksseitige Hemiplegie und
Dysarthrie. Dar̈uber hinaus fiel eine Kussmaul’sche Atmung auf. Wiederholte
Laktatmessungen in Serum und Liquor waren normal. Im Schädel – MRT wur-
den bilaterale L̈asionen im Putamen, Nucleus caudatus und Nucleus dentatus
gefunden. Der Patient verstarb im Alter von 5 Jahren. Die Mutationssuche in
NDUFS7ergab eine homozygote Mutation (Val112Met), die das Bindungsmotiv
eines Eisen – Schwefel – Clusters zerstö t. Die genaue Funktion der Unterein-
heit im Gesamtkomplex ist nicht gesichert. Sie scheint essentiell zu sein, da ein
Protein (NuoB) mit hoher Homologie schon beiEscherichia coliexistiert [196].
NDUFS8: Der S̈augling fiel im Alter von f̈unf Wochen mit Apnoen, Zyanoseanf¨ llen,
Muskelhypotonie und einer hypertrophen obstruktiven Kardiomyopathie auf. In
der Computertomographie des Schädels fand sich eine ausgedehnte Hypoden-
sität im Bereich der weißen Substanz und hypodense Bezirke im Putamen und
im Mesenzephalon. Laktat im Serum und im Liquor waren erhöht. Das Kind
verstarb im Alter von 11 Wochen an einem Herzkreislaufversagen. Die Mu-
tationsanalyse inNDUFS8ergab zwei compound – heterozygote Mutationen
(Pro79 Leu und Arg102His) [126]. NDUFS8ist zwischen prokaryontischen und
eukariontischen Zellen hochkonserviert. Aufgrund des Nachweises zweier Eisen
– Schwefel – Cluster imNDUFS8– Gen liegt die Vermutung nahe, daß diese
Untereinheit am Elektronentransport beteiligt ist. Albrachtet al.(1997) konnten
experimentell zeigen, daß NDUFS8 eine wichtige Rolle bei der Reduktion von
Ubichinon und beim Protonentransport spielt [2]. Darüber hinaus existiert ein
homologes Protein beiRhodobacter capsulatus(NuoI), das eine wichtige Rolle
beim Zusammenbau des Gesamtkomplexes spielt [32].
Betrachtet man die klinischen Phänotypen der Patienten, fällt eine große Heteroge-
nität bez̈uglich Erkrankungsschwere, Symptomkonstellation und klinischem Verlauf
auf. Diesüberrascht umso mehr, als seitens der biochemischen Gesamtfunktion immer
nur Komplex I betroffen ist. Selbst Patienten mit Mutationen in der gleichen Kom-
plex I – Untereinheit (NDUFV1) variieren in der Symptomatik zwischen früh letaler
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Laktatazidose und einem protrahierten Verlauf mit Leukenzephalopathie und Myoklo-
nusepilepsie. Folgende mögliche Erkl̈arungen bieten sich an:
These 1: Die Zusammensetzung von Komplex I variiert hinsichtlich der beteiligten
Untereinheiten zwischen den Mitochondrien unterschiedlicher Gewebe.Bent-
lageet al. (1996) konnten bei einem Patienten mit Komplex I – Mangel zeigen,
daß sich die Residualaktivitäten des Muskels und der Fibroblasten deutlich un-
terscheiden. Der Patient wies außerdem einen Komplex IV – Mangel im Muskel
auf, der sich trotz wiederholter Messungen in den Fibroblasten nicht bestätigen
ließ [17].
Der Grund f̈ur diese Diskrepanz ist bisher nicht geklärt. Denkbar ist, daß man-
che Untereinheiten gewebsspezifische Isoformen aufweisen. Für Komplex I –
Untereinheiten konnte dies experimentell nicht bestätig werden. F̈ur Komplex
IV existieren Isoforme , die nur im Herz- und Skelettmuskel exprimiert werden
(COXVIaH, COXVIIaH und COXVIIIH)[213]. Die Beobachtung, daß Komplex
IV – Isolate aus Leber und Skelettmuskel unterschiedliche kinetische Eigen-
schaften aufweisen, führte zu der Hypothese, daß Isoformen die Funktion des
Holoenzyms an die gewebsspezifischen Energiebedürfnisse anpassen [96].
These 2: Einige Komplex I – Untereinheiten werden durch gewebsspezifische Kina-
sen und Phosphatasen unterschiedlich reguliert:Scaccoet al. (2000) konnten
zeigen, daß die Phosphorylierung der NDUFS4 – Untereinheit zu einem zwei
– bis dreifachen Anstieg der Komplex I – Aktivität in Mausfibroblasten führ-
te [164]. Man darf vermuten, daß die Aktivitä von Komplex I beim Menschen
ebenfalls auf diese Weise durch gewebsspezifische Kinasen und Phosphatasen
reguliert werden kann, welche auf abfallende intracytoplasmatische cAMP –
Spiegel reagieren. Da die Aktivitä dieser Regulationsenzyme zwischen den Ge-
weben erheblich variiert, ẅurden sich Mutationen in Regulationseinheiten des
Komplexes I in verschiedenen Geweben unterschiedlich auswirken.
These 3: Komplex I wird selektiv durch andere Gendefekte in Mitleidenschaft gezo-
gen.In den letzten Jahren wurden zahlreiche Erkrankungen beschrieben, bei de-
nen die Zunahme des oxidativen Stresses zu einer sekundäre Scḧadigung der
Atmungskettenkomplexe und besonders des Komplexes I führt. Hierzu z̈ahlen
die Friedreich Ataxie, der Morbus Parkinson und der Morbus Wilson [163, 173].
Entsprechend seiner Funktion der Sauerstoffoxidation, in deren Prozeß zahlrei-
che Radikale anfallen, toleriert Komplex I eine relativ hohe Radikalkonzentra-
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tion, ohne Schaden zu nehmen. Steigt die Radikalanflutung jedoch an, wie dies
durch mangelnde Entgiftung bei Fe2+ – Überladung (Morbus Friedreich) oder
bei Cu2+ – Überladung (Morbus Wilson) der Fall ist, kommt es ab einer Schwel-
le durch Oxidation der Eisen – Schwefel – Cluster zur raschen Komplex I – Inak-
tivierung [14]. Es wäre somit denkbar, daß die gewebsspezifische Aktivitä on
Peroxidasen Einfluß auf das Ausmaß der Komplex I – Schädigung haben kann.
These 4: Mutationen in Komplex I – Assembly – Genen.Obwohl fast alle struktu-
rellen Komplex I – Untereinheiten untersucht wurden, konnten nur bei jedem
vierten Patienten mit isoliertem Komplex I – Mangel Mutationen nachgewiesen
werden [194, 193, 124, 125, 195]. Man kann vermuten, daß auch Proteine, die
am Zusammenbau des Gesamtkomplexes oder am Import der Vorläuferpeptide
beteiligt sind, pathogenetisch bedeutsam sind. Solche Komplex I – Assembly
– Proteine oder Chaperonine sind bereits beiN urospora crassabeschrieben
[105, 171]. Humane Homologa sind unbekannt und ein attraktives Ziel der Gen –
und Mutationssuche. Erẅahnenswert ist die Tatsache, daß bei Patienten mit iso-
liertem Komplex IV – Mangel bisher keine Mutationen in nukleär kodierten Un-
tereinheiten gefunden wurden [89], sondern nur in Assembly – Proteinen. Diese
sind SCO2 (ein Kupfer – transportierendes Protein [148]), SURF1 (ein Protein,
dessen Wirkmechanismus noch nicht verstanden ist, das jedoch zum Assemb-
ly des Gesamtkomplexes benötigt wird [226, 191]) und COX10 (eine Ḧam A:
Farnesyltransferase, welche die Konversion des Protohäms zu Ḧam A kataly-
siert. Ḧam A ist eine prosthetische Gruppe der Cytochrom c Oxidase [203].).
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6.2 Untersuchungen an 33 Patienten mit mitochondria-
lem Komplex III – Mangel
6.2.1 Komplex III – Mangel: der klinische Phänotyp
Der Atmungsketten-Komplex III – Mangel ist eine seltene Erkrankung. Bisher wurden
weltweit etwa 30 Patienten vorwiegend in Einzelkasuistiken oder in kleinen Gruppen
beschrieben. Dabei zeigte sich, daß der klinische Phänotyp und das Manifestationsal-
ter der Erkrankung sehr variabel sind [138, 103]. Auch in dieser Untersuchung konnte
die klinische Variabiliẗat besẗatigt werden. Aufgrund der Anzahl der Patienten bestand
jedoch die Hoffnung, Gruppen zu bilden und häufigere Symptomenkomplexe heraus-
arbeiten zu k̈onnen.
Bei der überwiegenden Anzahl der Patienten (73%, n=24) lag das Manifestationsal-
ter vor dem vierten Lebensjahr, bei 18% (n=6) lag es zwischen dem 5. und 18. Le-
bensjahr und bei 9% (n=3) im Erwachsenenalter. Der Komplex III – Mangel ist nicht
geschlechtswendig (54% männlich, 46% weiblich). Dies steht im Gegensatz zum iso-
lierten Komplex I – Mangel und zum Pyruvatdehydrogenase – Mangel, bei denen das
männliche Geschlecht signifikant häufiger betroffen ist [124, 179, 151].
12% (n=4) der fr̈uh betroffenen Patienten wiesen ein Leigh – Syndrom auf. Von diesen
Patienten verstarben drei noch vor dem vierten Lebensjahr. Einer dieser Patienten ist
inzwischen 18 Jahre alt, weist eine ausgeprägte Ataxie und Choreoathetose auf, kann
aber noch selbst laufen.
Bei 12% (n=4) der Patienten fanden sich Hirnfehlbildungen. Dies waren Kleinhirn –
und Balkenhypoplasie, Pachygyrie, septooptische Dysplasie und eine isolierte Atro-
phie des Nervus opticus.
Bei 43% (n=14) der Patienten manifestierte sich die Erkrankung mit einer Myopa-
thie, bei 21% (n=7) mit einer Enzephalopathie (Bewußtseinsstörung oder Myoklonu-
sepilepsie) und bei 30% (n=10) mit einer Kombination beider. Derüberwiegende An-
teil der Patienten (78%, n=26) wies eine Multiorganbeteiligung auf (1 bis maximal 6
Symptome; Median 3), wobei in fallender Häufigkeit zus̈atzlich Sehsẗorungen bis zur
Blindheit, Endokrinopathien, Taubheit, Fanconi – Syndrom und Leberfunktionsstörun-
gen hinzutraten. Die klinischen Details der 33 untersuchten Patienten sind in Tab.6.3
auf S.74dargestellt.
Bei 6% (n=22) der Patienten kam es im Laufe ihres Lebens zur Rhabdomyolyse und/oder
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Myoglobinurie. Ausl̈osende Faktoren waren körperliche Anstrengung und fieberhafte
Infekte. Nur in einem Fall fand sich eine Kardiomyopathie (Patient# 7). Bei diesem Pa-
tienten fand ich eine heteroplasmische Mutation imCytochrom b– Gen (siehe S.80).
Tabelle 6.3: Klinische Symptome von Patienten mit einem Komplex III – Mangel. Bei drei Patienten (gelb
unterlegt) wurden neue Mutationen im Cytochrom b– Gen gefunden. Ihre Kasuistiken sind im Abschnitt 4.1
detailliert beschrieben.
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Aus den Beschreibungen der klinischen Bilder ergibt sich keine fest umschriebene
Symptomenkonstellation, bei deren Vorliegen man mit großer Sicherheit von einem
Komplex III-Mangel ausgehen könnte. Wie bei vielen anderen Mitochondriopathien
auch, sind die durch verschiedene Mutationen im nukleären oder im mitochondrialen
Genom verursachten Phänotypen weiẗuberlappend. Da Störungen des Mitochondri-
ums den gesamten Energiehaushalt der Zelle beeinträchtigen, beruhen die Symptome
wahrscheinlich auf einer Dysfunktion jener Zellfunktionen, die am energieabhängig-
sten sind [169]. Diese Energieabḧangigkeit variiert sehr stark zwischen unterschiedli-
chen Geweben und in unterschiedlichen Entwicklungsphasen des Embryos [115].
Eine klinische Klassifikation der Patienten mit Komplex III – Mangel erscheint derzeit
wenig erfolgversprechend, da sie keinen Hinweis auf den Genotyp liefert. Als Beispiel
hierfür sei eine Studie von Andreuet al. (1999) genannt. Sie stellten dieBelastungs-
insuffizienz mit Muskelschwäche jenseits des Kindesalters als zentrales Symptom der
Patienten mit Komplex III – Mangel und Mutationen im mitochondrialenCytochrom
b – Gen heraus[10]. Dieses Symptom findet sich bei 73% der Patienten mitCy o-
chrom b– Mutationen (siehe auch Tab.6 8, S. 95). Miro et al. (1999) untersuchten
daraufhin die Muskelbiopsien derjenigen Patienten erneut, die mit dem Leitsymptom
”
Belastungsinsuffizienz“ den Arzt aufsuchten. In nur einem von 51 Patienten konnten
sie einen Komplex III – Mangel finden [135]. Dieses Symptom erscheint zu unspezi-
fisch, um eine umfangreiche Diagnostik mit Muskelbiopsie und biochemischen sowie
molekulargenetischen Analysen zu rechtfertigen. Erst das Hinzutreten eines weiteren
Symptoms, z.B. einer Myoglobinurie/Rhabdomyolyse, einer Kardiomyopathie oder
einer Hirnfehlbildung erḧoht die Wahrscheinlichkeit, einen Komplex III – Mangel zu
entdecken.
6.2.2 Komplex III – Mangel: der biochemische Pḧanotyp
Komplex III [Ubichinol:Cytochrom c – Oxidoreduktase] ist wie die anderen Atmungs-
kettenkomplexe an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. Der Komplexüber-
trägt Elektronen von Ubichinol auf Cytochrom c und setzt die freie Energie in einen
Protonenfluß aus der Matrix in den intermembranösen Raum des Mitochondriums um.
Bei allen Patienten mit Verdacht auf einen Atmungskettendefekt werden in der Routi-
nediagnostik die Komplexe I, II+III, III und IV gemessen.
Das Succinat:Cytochrom c Oxidoreduktase (Komplex II+III) – Assay (S.41) ist eine
summarische Messung der Aktivitäten der Komplexe II und III und ihrer Kopplung.
Die Kopplung geschieht durch Ubichinon als
”
Elektronenf̈ahre“. Liegt ein Ubichinon
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(Synonym: Coenzym Q10) – Mangel vor, sind die isolierten Aktivitä en der Einzel-
komplexe II und III normal, nicht jedoch ihre Kopplung [64, 181, 19]. Die Kopplung
im Komplex II+III Assay kann bei diesen Patienten durch exogen zugeführtes Ubi-
chinon wiederhergestellt werden. Bei 15 der 33 Patienten fand sich eine erniedrigte
Komplex II+III Aktivit ät, die sich auch nach Zugabe von exogenem Ubichinon nicht
normalisierte. Dies bedeutet, daß die pathologisch erniedrigte Aktivität n cht auf ei-
nem Ubichinon – Mangel beruhte.
Bei allen Patienten fand sich bei Messung mit dem Decyl – Ubichinol – Assay (S.42)
ein Komplex III – Mangel mit Restenzymaktivitäten zwischen 26 und 94% der unteren
Normgrenze (Abb.6.12, Tab.6.4). Mit diesem Assay wird die isolierte Komplex III –
Aktivit ät gemessen, indem exogen zugeführtes Decyl – Ubichinol durch Komplex III
zu Decyl – Ubichinon reduziert und Cytochrom c dabei oxidiert wird. Die Zunahme
des oxidierten Cytochrom c kann spektrophotometrisch verfolgt werden. Das Assay
ist unabḧangig vom Ubichinon – Gehalt der Muskulatur. Eine Komplex III – Dysfunk-
tion aufgrund mangelnder Substratkonzentration im Muskel könnte mit diesem Assay
Abbildung 6.12: Aktivitäten der Komplexe II+III (grün) und des Komplexes III (rot) in Prozent der Restaktivität.
Als 100% wurde die Untergrenze des jeweiligen Altersnormalwertes gesetzt (gestrichelte Linie). In n=18 Fällen
(55% aller Patienten) war die summarische Aktivität der Komplexe II+III normal, obwohl ein Komplex III –
Mangel vorlag. Bei dem Patienten #7 (Familie E, Kasuistik S. 34) wurde eine Mutation im Cytochrom b– Gen
gefunden. Hier ist die Diskrepanz zwischen den Aktivitäten des Komplexes II+III und des Komplexes III beson-
ders groß. Ähnliches gilt auch für die Patienten#21 (Familie G, Kasuistik S. 37) und #26 (Familie H, Kasuistik
S. 37), die bisher unbekannte Sequenzvarianten im Cytochrom b – Gen aufwiesen.
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nicht aufgedeckt werden, da ein künstliches Ubichinonderivatin vitro im Überschuß
hinzugef̈ugt wird [198].
In einigen Untersuchungen wurde zum Screening der Atmungskettenfunktion nur das
summarische Komplex II+III – Assay eingesetzt [89, 197]. Aus einem normalen Meß-
wert wurde geschlossen, daß weder ein Komplex II noch ein Komplex III – Mangel
vorliege. Wie aus Abb.6.12zu ersehen, ist dieser Schluß nicht gerechtfertigt. Hätten
wir uns allein auf dieses Assay beschränkt, ẅare ein Komplex III – Mangel bei 55%
Tabelle 6.4: Biochemische Befunde von 33 Patienten mit Komplex III – Mangel. Patienten, bei denen neue
Mutationen im Cytochrom b– Gen gefunden wurden, sind gelb unterlegt. Ihre Kasuistiken sind auf S. 34ff
dargestellt. In der rechten Spalte sind die Quotienten zwischen Komplex II+III und isolierter Komplex III – Akti-
vität dargestellt. Auffällig sind die hohen Quotienten für die gelb unterlegten Patienten, insbesondere beim
Patienten #7 , bei dem eine heteroplasmische Mutation im Cytochrom b– Gen gefunden wurde. Die unter-
schiedlichen Normwerte für Muskelgewebe und Fibroblasten sind im Fuß der Tabelle angegeben. Einheiten:
ohne Stern = mU/mU Citratsynthase; * = mU/mU Cytochrom c Oxidase; ** = mU/mg Gesamtprotein
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der Patienten nicht gefunden worden. Alle Patienten mit Mutationen imCytochrom b
– Gen (Patienten# 7, 21, 26) wiesen erniedrigte Komplex III, aber normale Komplex
II+III – Werte auf. Es ist m̈oglich, daß bei Komplex III – Mangel die Komplex II –
Aktivit ät kompensatorisch hochreguliert wird, so daß bei dem
”
summarischen Assay“
normale Werte gemessen werden.
Der Versuch, die klinischen und biochemischen Befunde miteinander zu korrelieren,
mißlang. Als diskriminierende Merkmale wurden [Komplex II+III – Aktivität> 100%]
oder [Komplex II+III – Aktivität> Komplex III – Aktivit ät] verwendet. Keine der bei-
den biochemischen Merkmale korrelierte signifikant mit einem der in Tabelle6.3 be-
zeichneten klinischen Symptome. Es ist bemerkenswert, daß die Diskrepanz zwischen
den Aktivitäten, die im Komplex II+III und im Komplex III – Assay gemessen wurden,
bei den Patienten mit Mutationen/ Polymorphismen imCytochrom b– Gen besonders
hoch waren. Dieser Sachverhalt wird nach Darstellung der genetischen Befunde auf
S.90diskutiert.
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6.2.3 Komplex III – Mangel: der Genotyp
Komplex III ist aus 11 Protein – Untereinheiten aufgebaut, von denen 10 nukleär ko-
diert sind. Nur eine Untereinheit, das Cytochrom b, ist durch die mitochondriale DNA
kodiert [225]. Bisher wurden keine pathogenen Mutationen in den nukleär kodierten
Untereinheiten des Komplexes III gefunden. Dagegen wurden einige Mutationen im
mitochondrial kodiertenCytochrom b– Gen beschrieben [10, 41, 8, 53, 202, 100, 9].
Tabelle 6.5: Sequenzierungsdaten des Cytochrom b– Gens von 33 Patienten mit Komplex III – Mangel. In
der linken Spalte sind die Basenabweichungen von der
”
Standard (Oxford) sequenz“, GenBank NC 001807
dargestellt. Die gelb und rot unterlegten Basenabweichungen werden in dieser Arbeit zum ersten Mal
beschrieben. Gelbe Basenabweichungen sind neutrale Polymorphismen, da sie nicht zum Aminosäureaus-
tausch führen. Die roten Basenabweichungen führen zum Austausch einer Aminosäure. Drei der vier neuen
Sequenzvarianten (14849T→C, 15074T→C,15458T→C) konnten bei 100 Kontrollpersonen nicht nachgewie-
sen werden. Bei dem 14831G→A Basenaustausch handelt es sich um einen Polymorphismus, da er in 100
Kontrollen dreifach auftrat. Die beiden blau unterlegten Sequenzvarianten wurden in der Literatur im Zu-
sammenhang mit der Leber’schen hereditären Optikusneuropathie diskutiert. Beim Patienten#15 (Familie F)
treten beide gleichzeitig auf. Da sie auch bei den gesunden Geschwistern und der Mutter homoplasmisch
nachweisbar sind, muß ihre Pathogenität in Frage gestellt werden.
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Diese Berichte veranlaßten mich, in unserem Kollektiv von 33 Patienten mit Komplex
III – Mangel nach Mutationen imCytochrom b– Gen zu suchen. Das ganze Gen wur-
de dabei PCR – amplifiziert und mit verschachtelten Primern bidirektional sequenziert.
Dabei fanden sich bei den 33 Patienten insgesamt 31 Abweichungen von der Standard
(Oxford) – Sequenz (GenBank NC001807). 18 davon waren neutrale Sequenzvarian-
ten ohne Aminos̈aureaustausch. In 13 Fällen kam es durch die Sequenzvariante zum
Austausch einer Aminosäure. In sieben F̈allen handelte es sich dabei um auch bei ge-
sunden Probanden nachweisbare Sequenzvarianten (siehe MITOMAP), die sehr wahr-
scheinlich keine pathogene Wirkung besitzen.
In vier Fällen fand sich eine bisher nicht beschriebene Sequenzvariante (14831G→A,
14849T→C, 15074T→C, 15458T→C) und in zwei F̈allen eine Sequenzvariante mit
bisher ungekl̈arter Pathogenität (15257G→A, 15812G→A).
Um festzustellen, ob es sich bei den o.g. Sequenzvarianten um pathogene Mutationen
Abbildung 6.13: (E) Stammbaum der Familie E (Patient# 7). Nachweis der 14849T→C – Mutation: das Re-
striktionsenzym Hae III schneidet die mutierte DNA. (F) Stammbaum der Familie F (Patient# 15), Nachweis
der 15812G→A – Sequenzvariante: das Restriktionsenzym RsaI schneidet nur die Wildtyp – DNA. Nachweis
der 15257G→A Sequenzvariante: das Restriktionsenzym Acc I schneidet nur die Wildtyp – DNA (G) Familie
G (Patientin# 21). Nachweis der 15074T→C – Sequenzvariante: das Restriktionsenzym Dde I schneidet nur
die Wildtyp – DNA. (H) Familie H (Patientin# 26): Nachweis der 15458T→C – Sequenzvariante: das Restrikti-
onsenzym Nci I schneidet nur die mutierte DNA. Auf der rechten Seite ist jeweils eine 100 bp Referenzleiter
aufgetragen. wt = Wildtyp, mut = Mutante, Co = Kontrollperson, L = DNA aus Lymphozyten, M = DNA aus
Muskel, F = DNA aus Fibroblasten
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Sequenzvariante 14849T→C 15074T→C 15458T→C 15257G→A 15812G→A
Familie E Familie G Familie H Familie F Familie F
Fehlender Nachweis bei
Normalkontrollen
+ + + - +
Austausch einer konservierten
Aminos̈aure
+ - - + -
Heteroplasmie + ? ? - -
Genotyp – Pḧanotyp Relation + ? ? - -
Mutation ungekl̈art ungekl̈art Polymorphismus Polymorphismus
Tabelle 6.6: Überprüfung der Pathogenitätskriterien nach DiMauro et al.(2000) [50]. Nur die 14849T→C Muta-
tion erfüllt alle Kriterien. Bei den 15257G→A und 15812G→A Sequenzvarianten handelt es sich um Polymor-
phismen. Für die 15074T→C und 15458T→C Sequenzvarianten konnte die Pathogenität nicht sicher geklärt
werden, da keine DNA gesunder Familienangehöriger zur Verfügung stand.
handelt, habe ich zunächst jeweils 100 gesunde Normalkontrollen auf das Vorhan-
denensein der jeweiligen Sequenzvariante geprüft. Für jede dieser Untersuchungen
wurde ein Restriktions-L̈angen – Polymorphismus (RFLP) – Assay etabliert. Die in
Abhängigkeit von der Sequenzvariante generierten Banden sind in Abb.6.13darge-
stellt. Die Varianten 14849T→C, 15074T→C, 15458T→C und 15812G→A fanden
sich nicht bei Normalkontrollen. Die 15257G→A war bei fünf und die 14831G→A
bei drei Normalkontrollen vorhanden, so daß deren Pathogenität unwahrscheinlich ist.
Die derzeit anerkannten Pathogenitätskriterien f̈ur Mutationen in der mitochondrialen
DNA nach DiMauroet al. (2000) lauten:[50]
1. Die Mutation darf nicht bei gesunden Kontrollpersonen (n=100) gefunden wer-
den.
2. Der Basenaustausch muß zurÄnderung einer in der Evolution konservierten
oder funktionell wichtigen Aminos̈aure f̈uhren.
3. Die Mutation sollte heteroplasmisch in unterschiedlichen Geweben bzw. bei ver-
schiedenen Familienmitgliedern sein.†
4. Der Grad der Heteroplasmie sollte mit der Schwere des Phänotyps korrelieren.
Die neu gefundenen Sequenzvarianten werden nun diskutiert (siehe auch Tab.6.6):
14849T→C (Ser35Pro): Diese Sequenzvariante des Indexpatienten der Familie E (Ka-
suistik S.34) wurde weder bei seinen Eltern noch bei seinerälteren Schwester
†Diese
”
Forderung“ kann allerdings selbst für sicher pathogene Mutationen (unter anderem die erste
je publizierte mtDNA Mutation [212]) nicht in vollem Maße aufrecht erhalten werden.
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gefunden (Abb.6.13E, S.80). Der Heteroplasmiegrad der mutierten mitochon-
drialen DNA variierte beim Indexpatienten zwischen 6% (periphere Blutzellen ),
12% (Fibroblasten) und 69% (Muskel). Der hohe Heteroplasmiegrad im Muskel
geht mit dem Leitsymptom einer Muskel – Belastungsinsuffizienz und Kardio-
myopathie einher (Genotyp – Phänotyp – Relation). Die Mutation führt zu einem
Austausch eines Serins durch ein Prolin. Das Serin an Position 35 ist evolutionär
von der Bierhefe (Saccharomyces cerevisiae) bis zum Menschen konserviert.
Der Austausch dieser Aminosäure hat auf die dreidimensionale Struktur des Cy-
tochrom b folgende hypothetische Auswirkungen:
1. Das Serin an Position 35 stellt die Hydroxylgruppe zur Verfügung, mit der
Cytochrom b das Ubichinon an der Qi – Bindungsstellëuber eine Wasser-
stoffbrücke bindet (Abb.6.15, S. 85). Es ist zu vermuten, daß Ubichinon
im mutierten Cytochrom b nicht oder nicht ausreichend stark bindet, so daß
der Elektronentransfer behindert wird.
2. Das Serin an Position 35 befindet sich inmitten einerα – Helix. Aufgrund
seiner sterischen Besonderheiten (Winkelbildung, keine freie Drehbarkeit
der N=C – Bindung [22]) stört das Prolin die Ausbildung derα – Helix
empfindlich, so daß dies einen Einfluß sowohl auf das Bindungsverhal-
ten des Ubichinons als auch auf das der benachbarten Häm bH – Grup-
pe (Abb.6.15, S. 85) haben kann. Andreuet al. (1999) [10] beschrieben
einen Patienten, der eine Gly34Ser Mutation in der benachbarten Ami-
nos̈aure aufwies und ebenfalls an einer Belastungsinsuffizienz und Mus-
kelschẅache litt, jedoch mit einem milderen klinischen Verlauf als bei un-
serem Patienten.̈Uber MRT – Befunde dieses Patienten ist nichts bekannt.
Interessanterweise sind die bisher als sicher pathogen eingestuftenCytochrom b
– Mutationen immer spontan aufgetreten und wurden nichtüber die m̈utterlichen
Linie vererbt. Dies gilt auch f̈ur diesen Indexpatienten. Da sich die 14849T→C
Mutation aber sowohl in ektodermalem (Fibroblasten) als auch in mesoderma-
lem Gewebe (Leukozyten, Muskel) nachweisen ließ, muß die Mutation in der
frühen Embryogenese oder sogar bereits während der Oogenese spontan aufge-
treten sein.
15074T→C (Ser110Pro): Diese Sequenzvariante wurde bei der Indexpatientin der
Familie G (Kasuistik S.37) gefunden. Da das Kind aus Kolumbien adoptiert
wurde, konnte die mitochondriale DNA von Verwandten nicht untersucht wer-
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den. Die Sequenzvariante ließ sich sowohl in den Fibroblasten als auch im Mus-
kel der Patientin in homoplasmischer Form nachweisen. Sie war in 100 Normal-
kontrollen nicht auffindbar. Phylogenetisch ist die Aminosäure an der Position
110 nicht konserviert (Abb.6.14, S.84), aber auch sie liegt im Bereich einerα
– Helix, die sehr wahrscheinlich durch ein Prolin gestört wird. Die Pathogenität
dieser Sequenzvariante ist daher leider nicht sicher zu beweisen.
15458T→C (Ser238Pro): Diese Sequenzvariante wurde bei der Indexpatientin der
Familie H (Kasuistik S.37) gefunden. Da die Eltern nicht bereit waren, ihre eige-
ne DNA oder die DNA des betroffenen Bruders untersuchen zu lassen, konnten
keine Daten zur Segregation der Sequenzvariante mit dem klinischen Phänotyp
gewonnen werden. Die Sequenzvariante wurde sowohl in den Fibroblasten als
auch im Muskel der Patientin in homoplasmischer Form gefunden. Sie war in
100 Normalkontrollen nicht nachweisbar. Phylogenetisch ist die Aminosäure an
der Position 238 nicht konserviert (Abb.6.14, S.84). Sie liegt aber innerhalb ei-
nerα – Helix, die sehr wahrscheinlich durch einen Austausch zu Prolin gestört
wird. Da die betroffeneα – HelixE das Cytochrom b in der inneren Mitochon-
drienmembran verankert, kann man vermuten, daß dieser Aminosäureaustausch
den Gesamtkomplex destabilisiert.
Einen besonderen Fall stellt die Familie F dar (Kasuistik S.35). Beim Indexpatienten
lagen zwei Sequenzvarianten vor, die in der Literatur gelegentlich im Zusammenhang
mit einer Leber’schen Optikusneuropathie diskutiert wurden [82, 26, 93]. Dies sind die
15257G→A und die 15812G→A Sequenzvarianten. Im folgenden Abschnitt werden
diese beiden Sequenzvarianten gesondert diskutiert.
15257G→A (Asp171Asn) Diese Sequenzvariante fand ich bei drei der 33 Patienten
mit Komplex III – Mangel (Patienten #1, 15 und 24, Tab.6.5, S. 79). Bei al-
len Patienten war sie homoplasmisch. Durch diese Sequenzvariante wird eine
phylogenetisch konservierte Asparaginsäure in ein basisches Arginin vertauscht.
Initial wurde diese Sequenzvariante gehäuft bei Patienten mit Leber’scher here-
ditärer Optikusneuropathie (LHON) beschrieben [93, 26]. Sp̈ater wurde die Pa-
thogeniẗat dieser Sequenzvariante in Frage gestellt, da sie in der Mehrzahl der
Fälle gleichzeitig mit sogenannten
”
primären“ LHON – Mutationen (nt3460,
nt14484 und nt11778) gefunden wurde [145, 129]. Bei fünf LHON – Patienten
fand man diese Mutation jedoch ohne Vergesellschaftung mit einer
”
primären“
– LHON – Mutation[82], so daß die Pathogenitätsdiskussion weiter offen blieb.
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Keiner unserer Patienten mit der 15257G→A Sequenzvariante oder deren Bluts-
verwandte wiesen eine Optikusneuropathie auf. Beim Screening von 100 Indi-
viduen fand sich diese Sequenzvariante in 5% der gesunden Normalkontrollen
und nur in homoplasmischer Form, so daß diese sie als alleinige Ursache der
Leber’schen hereditären Optikusneuropathie in Frage gestellt werden muß. So-
wohl die gesunden als auch die erkrankten Angehörigen der Familie F wiesen
die 15257G→A Sequenzvariante in homoplasmischer Form auf, so daß damit
eine Pathogenität ausgeschlossen ist oder an weitere z.B. nukleär v rerbte Ge-
ne gebunden ist. Bei der Leber’schen hereditären Optikusneuropathie wird ein
deutlichesÜberwiegen des m̈annlichen Geschlechts beobachtet [129]. Da auch
unsere Patienten mit der 15257 G→A Sequenzvariante m̈annlich sind, kann man
vermuten, daß dieses weitere Gen auf dem X – Chromosom liegen kann.
Abbildung 6.14: Alignment der Cytochrom b – Polypeptidsequenzen unterschiedlicher Spezies. Die in dieser
Arbeit diskutierten Sequenzvarianten sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Einzig die Ser35-Position ist bei
allen dargestellten Spezies hochkonserviert. Die GenBank – Zugriffsnummern der Sequenzen sind (von oben
nach unten): NC 001807, NC 001569, NC 001709, L07542, NC 001224
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Abbildung 6.15: Die dreidimensionale röntgendiffraktometrisch untersuchte Struktur des Cytochrom b des
Huhns. (Zugangscode der PDB – Database: 1BCC.pdb) Die Positionen der in dieser Arbeit diskutierten Se-
quenzvarianten sind durch rote Kugeln dargestellt. Die roten Kugeln entsprechen dem Sauerstoff-Atom der
veresterten Carboxylgruppe der jeweiligen Aminosäure. Die Ser35Pro – Mutation führt zu einer Störung der
Wasserstoffbrückenbindung (weiß gepunktete Linie) zwischen der Hydroxylgruppe des Serins und der Keto-
gruppe des Ubichinons und möglicherweise auch zu einer gestörten Bindung der Häm bH – Gruppe. Die
Ser110Pro – und Ser238Pro – Sequenzvarianten liegen beide im Bereich einer α – Helix, welche durch den
Einbau eines Prolins durch sterische Restriktionen
”
verbogen“ oder sogar unterbrochen wird.
15812G→A (Val356Met) Diese Sequenzvariante fand sich in unserem Patientenkol-
lektiv nur einmal (Abb.6.15, S. 85). Sie trat sowohl beim Indexpatienten als
auch bei allen gesunden Familienmitgliedern in homoplasmischer Form auf (Fa-
milie F, Kasuistik S.35). Beim Screening von 100 Normalkontrollen fand sich
diese Sequenzvariante nicht. Sie verursacht den Austausch eines Valins gegen
ein Methionin. Das Valin an Position 356 ist phylogenetisch nicht konserviert,
aber es finden sich bei unterschiedlichen Spezies an dieser Position nur neutra-
le Aminos̈auren (Abb.6.14, S.84), so daß eine basische Aminosäure an dieser
Position zu einer Funktionseinschränkung des Cytochrom b führen kann.
Die 15812G→A Mutation wurde erstmals beim Screening eines Patientenkol-
lektives mit Leber’scher hereditärer Optikusneuropathie entdeckt und trat immer
zusammen mit dem 15257G→A Polymorphismus auf [93]. Der Nachweis des
15812G→A Polymorphismus sowohl beim erkrankten Indexpatienten als auch
bei den gesunden Familienmitgliedern läßt die Pathogenitä der 15812G→A Se-
quenzvariante fraglich erscheinen.
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Tabelle 6.7: Bestimmung der lipophilen Antioxidantien im Plasma und im Muskelgewebe des Patienten #7
(Familie E). Es findet sich eine im Vergleich zu den Normalkontrollen erniedrigte α – und γ – Tocopherol-
konzentration in der Muskulatur des Patienten. Dies kann ein Hinweis auf einen erhöhten α – Tocopherol-
verbrauch bei gesteigerter Radikalbelastung sein. Die im Plasma gemessenen Werte liegen alle im Norm-
bereich. Die Ubichinon – Konzentration im Plasma und im Muskel ist ebenfalls normal. TRAP = total radical
trapping antioxidant parameter of the plasma, FG = Frischgewicht
6.2.4 Besteht eine Genotyp – Pḧanotyp Relation?
Da es bei nur einem von 33 Patienten gelang, eine sicher pathogene Mutation imCy-
tochrom b– Gen nachzuweisen, handelt es sich somit bei den untersuchten Probanden
um eine genetisch sehr heterogene Population. Da bei der Mehrzahl der Patienten die-
ser Studie der genetische Defekt unentdeckt blieb und eher in einem der 10 nukleär
kodierten Gene des Komplexes III oder in einem Assembly – Gen zu vermuten ist,
beschr̈anke ich die folgende Genotyp – Phänotyp – Diskussion auf Patienten mit Mu-
tationen im mitochondrialenCytochrom b– Gen.
Selbst diese Patienten unterscheiden sich zum Teil erheblich in ihrem Phänotyp. Eine
Zusammenfassung der bisher in der Literatur beschriebenen klinische Phänotypen und
Cytochrom b– Mutationen einschließlich meiner eigenen Arbeit gibt Tabelle6.8. Be-
lastungsinsuffizienz und Laktatazidose scheinen nahezu konstante Merkmale zu sein.
Bei einem Drittel der Patienten sind dies die einzigen Symptome. Bei zwei Dritteln
treten weitere Symptome hinzu. Dies sind eine Myoglobinurie in 20%, ein WPW –
Syndrom in 20%, eine Kardiomyopathie in 26%, eine Epilepsie in 20% und eine Be-
wegungssẗorung in 20% der F̈alle.
Die Verschiedenheit des Phänotyps bei unterschiedlichen Mutationen des gleichen
Gens beruht wahrscheinlich einerseits auf der jeweils spezifischen Beeinträchtigung
von Struktur und Funktion der Polypeptidkette und der daraus resultierenden Funkti-
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onseinbuße des Gesamtkomplexes. In Abhängigkeit von der Pathogenität der Mutati-
on wird der Heteroplasmiegrad in der einzelnen Zelle ebenfalls eine wichtige Rolle
spielen. Nicht zuletzt ist die Gewebsheteroplasmie ein weiterer für die Symptomen-
konstellation bedeutsamer, aber in den bisherigen Publikationen nicht hinreichend un-
tersuchter Faktor. Die in Tabelle6.8angegebenen Heteroplasmiegrade wurden nur in
der Muskulatur bestimmt.
Um festzustellen, wie sich die gleiche Mutation in unterschiedlichen Heteroplasmie-
graden auf den Phänotyp auswirkt, m̈ußte man betroffene Geschwister vergleichen.
Keiner der beschriebenen Patienten hat jedoch betroffene Geschwister, da es sich bei
denCytochrom b– Mutationen um spontane, somatische Mutationen handelt.Über die
Nachkommenschaft von Patienten mitCytochrom b– Mutationen ist nichts publiziert,
so daß man nicht weiß, ob somatisch entstandeneCytochrom b– Mutationen in der
Keimbahn weitergegeben werden können. Sichere Aussagen zur Genotyp – Phänotyp
Relation sind somit nicht m̈oglich.
Aus den oben genannten Befunden ergibt sich aber die Empfehlung, bei Patienten mit
Belastungsinsuffizienz und einem weiteren Symptom nach einem isolierten Komplex
III – Mangel und nach Mutationen im Cytochrom b – Gen zu suchen. Ein positiver
Mutationsnachweis hat therapeutische Konsequenzen, da Patienten mit Komplex III
– Mangel positiv auf eine Therapie mit hohen Dosen Ascorbinsäure und Menadion
ansprechen [100, 139]. Man vermutet, daß diese beiden Substanzen die durch den de-
fekten Komplex III verursachte Elektronentransport – Blockade
”
überbr̈ucken“ oder
als Antioxidans wirken [12].
6.2.5 Hypothesen zur Pathogenese derCytochrom b– Mutationen
Scḧadigung durch ATP – Mangel
Eine offensichtliche Erkl̈arung f̈ur die Dysfunktion der Zelle mit einem Atmungsket-
tendefekt ist der ATP – Mangel aufgrund der verminderten oxidativen Phosphorylie-
rung. Hier existieren zahlreiche Arbeiten mit sogenannten Rho0 – Zellen. Dies sind
Zellen, die in mit Ethidiumbromid versetztem Medium gezüchtet werden. Ethidium-
bromid verhindert in Konzentrationen zwischen 0,1 – 1µg/ml selektiv die Duplikation
der mitochondrialen DNA. Die Zellen verlieren nach mehreren Teilungsphasen ihre
Mitochondrien und sind nur noch auf mit Uridin und Pyruvat supplementierten Me-
dien wachstumsfähig. [107] Rho0 – Zellen k̈onnen mit entkernten Spenderzellen oder
mit kernlosen Spenderthrombozyten eines Patienten zu transmitochondrialen Zellini-
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en, sogenannten
”
Cybriden“ fusioniert werden. [108] Diese Cybride besitzen einen
uniformen genetischen Hintergrund und dem Zufall folgend wechselnde Heteroplas-
miegrade. Danach versetzt man die Cybride wiederum f¨ r kurze Zeit mit Ethidium-
bromid, bis sich die Mitochondrienpopulation auf einige wenige Mitochondrien ver-
mindert hat. Nach Entfernen des Ethidiumbromids vermehren sich die
”
überlebenden“
Mitochondrien wieder. Diese sogenannte
”
Flaschenhals“ (bottleneck) – Züchtung f̈uhrt
zur Verschiebung des Heteroplasmiegrades einzelner Zellen, in Extremfäll n sogar zur
Homoplasmie f̈ur die mutierte mitochondriale DNA. [106] Mit dieser Methode ist es
möglich, Zellinien mit unterschiedlichen Heteroplasmiegraden experimentell zu gene-
rieren und biochemisch zu untersuchen.
Dabei fand man, daß bei Zellen mit der 3243A→G (MELAS) – Mutation ein bioche-
mischer Defekt der oxidativen Phosphorylierung erst ab einem Heteroplasmiegrad von
über 85% nachweisbar ist[167, 81]. Ranaet al. (2000) f̈uhrten einähnliches Experi-
ment mit einer Mutation im mitochondrialenCytochrom b– Gen durch und fanden
eine um ca. 30% erniedrigte Rate der oxidativen Phosphorylierung bei einem Hetero-
plasmiegrad von 70% (4 bp Deletion, Tab.6.8, S.95) [156]. Aufgrund der naẗurlichen
Reserven der Zelle scheint sich ein Defekt der oxidativen Phosphorylierung erst ab
einem Heteroplasmiegrad von etwa 70 – 80% auszuwirken. Tatsächlich korreliert der
klinische Pḧanotyp einiger schwer betroffener Patienten aus der Literatur mit einem
hohen Heteroplasmiegrad. Wie aus Tabelle6.8ersichtlich, hatten beide Kinder, die im
Alter von 4 Monaten und 9 Jahren an einer Kardiomyopathie verstarben, einen Hete-
roplasmiegrad von 90% für die jeweiligen Mutationen. Diese Erklärung gen̈ugt jedoch
nicht, um Symptome zu erklären, die bei Patienten mit niedrigem Heteroplasmiegrad
auftreten, z.B. Parkinsonoid, Rhabdomyolyse und WPW – Syndrom. Hier muß ein
anderer Pathomechanismus ursächlich beteiligt sein.
Zellschädigung durch Sauerstoffradikale
Ungef̈ahr 85 – 90% des von eukariontischen Zellen aufgenommenen Sauerstoffs wird
von den Mitochondrien zur aeroben ATP – Synthese verbraucht. [77] Ungef̈ahr 1 –
2% dieses Sauerstoffs wird nicht zur oxidativen Phosphorylierung benutzt, sondern
in H2O2 umgewandelt. Entstehungsort des H2O2 in der Zelle ist der Komplex III, da
die H2O2 – Produktion durch gezielte Hemmung des Komplexes III mit Antimycin A
deutlich gesteigert werden kann. [224] Eine Hemmung des Komplexes I durch Rote-
non oder des Komplexes IV durch Cyanid hat keinen vergleichbaren Effekt[76, 127].
Der hypothetischeWirkmechanismus der Sauerstoffradikal – Produktion nach Anti-
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mycin A – Applikation ist in Abb.6.16 dargestellt. Ubichinon konkurriert mit An-
timycin A um die Bindungsstelle, Antimycin A hat aber die höhere Affiniẗat [49].
Nach Bindung von Antimycin A an die Qi – Bindungsstelle k̈onnen die von der Q0 –
Bindungsstelle zugeführten Elektronen nicht mehr auf Ubichinonübertragen werden.
Statt dessen werden Sauerstoffmolekül zu O•−2 – Radikalen reduziert. Der Elektro-
nentransporẗuber Komplex III zum Cytochrom c funktioniert noch weiter. Außerdem
ist der Protonentransport durch die innere Mitochondrienmembran weniger effizient,
da auf der Matrixseite der Membran keine Protonen mehr zur Ubichinon – Reduktion
ben̈otigt werden. Hemmt man den Elektronenfluß von der Q0 – zur Qi – Bindungsstel-
le, sistiert die O•−2 – Radikalproduktion. Dies kann (A) durch Hemmung der Komplex
I – vermittelten Ubichinon – Reduktion geschehen (Hemmung durch Rotenon). In die-
sem Falle existieren weniger Ubichinol – Moleküle, die an der Q0 – Stelle binden
können. (B) Den gleichen Effekt kann man durch Blockierung der Q0 – Bindungs-
Abbildung 6.16: (A) Intakter Q – Zyklus. Der grüne Pfeil stellt den physiologischen Elektronentransport von
der Q0 – über zwei Häm – Gruppen zur Qi – Bindungsstelle dar. An der Qi – Bindungsstelle wird Ubichinon
reduziert und nimmt zwei Protonen aus der Mitochondrienmatrix auf. Zur Beschreibung des Q – Zyklus siehe
auch Abb. 2.7. S. 15. (B) Ist die Qi – Bindungsstelle durch Antimycin A blockiert, können die Elektronen von
der Q0 – Bindungsstelle nicht mehr auf Ubichinon übertragen werden. Statt dessen werden sie auf moleku-
laren Sauerstoff übertragen, der zu O•−2 – Radikalen reduziert wird. Da die Q0 – Bindungsstelle noch intakt
ist, funktioniert der Elektronenfluß nach Cytochrom c weiter, so daß die Atmungskette nicht vollständig un-
terbrochen ist. In diesem Falle funktioniert die Atmungskette nur
”
auf Kosten“ einer erhöhten Produktion von
Sauerstoffradikalen. Nach Blockierung der Q0 – Bindungsstelle durch Myxothiazol oder nach Blockierung der
Ubichinol – Zufuhr durch Hemmung des Komplexes I (mittels Rotenon) sistiert die Sauerstoffradikal – Produkti-
on. Damit ist gezeigt, daß die Produktion von Sauerstoffradikalen ein zumindest teilweises Funktionieren des
Elektronenflusses durch Komplex III voraussetzt.
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stelle mittels Myxothiazol erreichen. In beiden Fällen nimmt die Sauerstoffradikal –
Produktion ab. Dies bedeutet, daß für die Entstehung schädlicher Sauerstoffradikale
zumindest eine Teilfunktion des Komplexes III, insbesondere der Elektronenfluß von
Ubichinol zu Cytochrom c, erhalten bleiben muß.
Die 14849T→C – Mutation (Ser35Pro) des Patienten #7 (Familie E) verändert die Qi
– Bindungsstelle derart, daß dort weder Antimycin A noch Ubichinol binden können.
Einen Hinweis auf den hier wirksamen Pathomechanismus bietet eine Mutation im
Apocytochrom b– Gen beiLeishmania tarentolae. Die Ser35Ile – Mutation (siehe
Abb. 6.14, S.84) betrifft dort die gleiche konservierte Aminosäure (Serin). Dies f̈uhrt
bei den Leishmanien zu einer Antimycin A – Resistenz. Leishmanien mit dieser Mu-
tation k̈onnen sich noch in Gegenwart der 20 fachen Antimycin A – Konzentration
vermehren, die f̈ur Leishmanien ohne Mutation zu 50% letal ist (LD50).
Eine Antimycin A Resistenz des Patienten bietet eine gute Erklärung f̈ur die hohe Dis-
krepanz zwischen den Meßwerten für die Komplex II+III – Aktivität versus der isoliert
gemessenen Komplex III – Aktivitä (Abb. 6.12, S. 76). Da die Q0 – Bindungsstel-
le erhalten ist, kann der Elektronenfluß von Ubichinol auf Cytochrom c ungehindert
stattfinden. Daher mißt man im Komplex II+III – Assay normale Werte. Im isolierten
Komplex III – Assay wird die Reaktion mit Antimycin A gehemmt, um die Spezifität
des Assays zu testen. Die nach Hemmung noch nachweisbare Aktivität wird als unspe-
zifisch gedeutet und von der Gesamtaktivität abgezogen. Da man annehmen kann, daß
sich bei diesem Patienten die Komplex III – Aktivität nicht oder nur schlecht durch
Antimycin A hemmen l̈aßt, f̈uhrt dies zu einer̈Uberscḧatzung der unspezifischen Ak-
tivit ät, so daß nach Subtraktion nur noch wenig
”
spezifische“ Aktiviẗat übrigbleibt.
Die Ser35Pro – Mutation des Patienten #7 (Familie E) müßte zellphysiologisch die
gleiche Auswirkung haben, als sei die Qi – Bindungsstelle durch Antimycin A blockiert.
Die von der Q0 – Bindungsstelle kommenden Elektronen können nicht mehr auf Ubi-
chinonübertragen werden. Dies führt zu der oben beschriebenen Zunahme der freien
Radikale. Ranaet al. (2000) haben diesen Sachverhalt für die 4 bp Deletion des hu-
manenCytochrom b– Gens nachgewiesen (Tab.6.8, S. 95)[156]. Die 4 bp Deletion
führte bei einer Heteroplasmie von 64% nur zu einer 30%igen Verminderung der oxi-
dativen Phosphorylierung und bei Homoplasmie zum Erliegen der ATP – Produktion.
Die H2O2 – Produktion erreichte jedoch bei 64% Heteroplasmie bereits so hohe Wer-
te, wie sie auch bei 70% Heteroplasmie und Homoplasmie gemessen wurden. Es ist
somit sehr wahrscheinlich, daß die Generierung von Sauerstoffradikalen ein wichtiger
pathogener Faktor ist. Inwieweit der Ort der Mutation in der Cytochrom b – Poly-
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peptidkette die Ḧohe der Radikalanflutung beeinflußt, ist nicht bekannt, da Ranaet
al. (2000) ihr Experiment nur für die 4 bp Deletion durchführten. Um eine Vorstel-
lung vom Antioxidantienstatus des Patienten #7 (Familie E) zu gewinnen, bestimmten
wir die lipophilen Antioxidantien im Muskel und im Serum des Patienten. Die Kon-
zentrationen f̈ur Ubichinon,α – undγ – Tocopherol im Plasma und die Ubichinon –
Konzentration im Muskelgewebe waren normal (Tab.6.7). Die erniedrigtenα – undγ
– Tocopherolkonzentrationen im Muskelgewebe des Patienten legen aber den Schluß
nahe, daß dort vermehrtα – Tocopherol zur Radikalvernichtung verbraucht wird.
Der hier diskutierten Pathomechanismus kann auch mit anderen, bei Patienten mit
Cytochrom b– Mutationen beobachteten Symtomen in Verbindung gebracht werden.
Dies sind Myoglobinurie/ Rhabdomyolyse, WPW – Syndrom und Parkinsonoid.
Rhabdomyolyse
Während sportlicher Betä igung, bei starker muskulärer Belastung oder bei erhö tem
Grundumsatz wird der Sauerstoffverbrauch der Kö pers um das 10 bis 15 fache des
Ruheverbrauches gesteigert. Die Sauerstoffaufnahme des aktiven Skelettmuskels kann
im Extremfall bis auf das 100fache ansteigen [77]. Trotz widerspr̈uchlicher Auffas-
sungen in der wissenschaftlichen Literatur belegt die Mehrzahl der Arbeiten, daß phy-
sische Belastung zum Anstieg freier Radikale führt [97, 40]. Darüber hinaus besteht
auch ein Zusammenhang zwischen erhöhter Radikalbelastung nach Dauerlauf und sar-
colemmaler Scḧadigung mit konsekutiver Freisetzung intracellulärer Proteine [69]. Es
ist daher wahrscheinlich, daß die bei 20% der Patienten mit einerCytochrom b– Mu-
tation beschriebenen Episoden von Myoglobinurie bzw. Rhabdomyolyse nach körper-
licher Beẗatigung oder bei einem hochfieberhaften Infekt durch freie Radikale ver-
mittelt sind. Hierf̈ur spricht auch die Tatsache, daß eine Behandlung mit Vitamin C
und Menadion, einem hydrophilen und einem lipophilen Radikalfänger, eine deutliche
Besserung der Belastungsinsuffizienz erbrachte [100, 12, 192].
Parkinsonoid
Die Pathogenese der selektiven Schädigung der dopaminergen Neurone in der Substan-
tia nigra beim Morbus Parkinsoin ist ungeklärt. Es ḧaufen sich experimentelle Befun-
de, daß es sich dabei um einen radikalvermittelten Schädigungsmechanismus handeln
könnte [144, 149]. Vyaset al. (1986) entdeckten, daß es sich bei dem Morbus Parkin-
son verursachenden Toxin MPTP um ein Mitochondrien – schädigendes Agens handelt
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[209]. Seither versuchte man, den Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dysfunk-
tion und Morbus Parkinson zu sichern. In Cybriden von Parkinson – Erkrankten konn-
ten deutlich mehr Sauerstoffradikale als in Kontrollcybriden nachgewiesen werden.
Eine genetische Ursache dafür wurde nicht gefunden. Manche Cybride wiesen auch
einen partiellen Komplex I – Mangel auf, wobei unklar blieb, ob es sich dabei um die
primäre Pathologie oder um ein sekundäres Pḧanomen (z.B. durch radikalvermittelte
Reduktion der Eisen – Schwefel – Cluster) handelte[75]. Da es nach Blockierung des
Komplex III zu einer starken Anflutung von Sauerstoffradikalen kommt [224], würde
dies erkl̈aren, weshalb ein Parkinsonoid bei 20% der Patienten mitCytochrom b– Mu-
tationen auftritt, ẅahrend es bei anderen Mitochondriopathien nur selten beobachtet
wird.
WPW – Syndrom
Bei drei Patienten mitCytochrom b– Mutationen wurden wiederholt Episoden par-
oxysmaler Tachycardie beschrieben. Das Ruhe – EKG des Patienten #7 (Familie E)
zeigte eine verk̈urzte PQ – Zeit und nur gelegentlich eineδ – Welle. Ravingerovaet al.
(1999) konnten bei Reperfusions – bedingten Tachyarrhythmien im Rattenherz nach-
weisen, daß diese durch freie Sauerstoffradikale ausgelö t werden [157]. Ich vermute
daher, daß bei diesem Patienten einäh licher Pathomechnismus vorliegt.
6.2.6 Septooptische Dysplasie und Komplex III – Mangel
Die septooptische Dysplasie (de Morsier – Syndrom, OMIM#182230) ist eine seltene
Erkrankung, die mit einer Hypoplasie der Nervi optici, mit einer Aplasie des Septum
pellucidum und gelegentlich mit hypophysären Ausf̈allen einhergeht [43]. Bei einigen
Patienten̈ahneln die Ver̈anderungen der Fossa posterior einer Dandy – Walker – Mal-
formation [23]. Die meisten F̈alle treten spontan auf und sind nicht vererbt [79]. Alle
Patienten einer Studie von Willenowet al. (1996) waren kleinẅuchsig, 93% waren
mental retardiert[219]. In einer seltenen Familie mit erblicher Agenesie des Corpus
callosum und einem Panhypopituitarismus fanden Dattaniet al. (1998) eine homozy-
gote Mutation im Homeobox – GenHESX1[39]. In 4% von 89 Patienten mit septo-
optischer Dysplasie konnten Thomaset al. (2001) drei unterschiedliche heterozygote
HESX1– Mutationen finden, die jedoch nur eine inkomplette Penetranz aufwiesen und
zu einen milden Pḧanotyp f̈uhrten [188]. In denübrigen 96% blieb der genetische De-
fekt ungekl̈art.
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Der Patient #7 erf̈ullt die Definitionskriterien einer septooptischen Dysplasie: Fehlen
des Septum pellucidum, Kleinhirnhypoplasie, Corpus callosum – Hypoplasie, Nervus
opticus – Hypoplasie und Kleinwuchs. Wie bei den meisten Patienten mit septoopti-
scher Dysplasie ist dieser Fall spontan aufgetreten, da weder seine Eltern kleinwüchsig
sind noch seine Schwester typische Veränderungen im cerebralen MRT aufweist. Lei-
der sind die kernspintomographischen Befunde der meisten in Tabelle6.3aufgef̈uhrten
Patienten in den Publikationen nicht erwähnt. In dem einzigen beschriebenen Fall, in
dem ein MRT durchgeführt wurde, fand sich eine diffuse Atrophie beider Großhirn-
hemispḧaren und des Kleinhirnes [41]. Ein weiterer Fall mit Komplex III – Mangel
und Hypogonadismus wies eine kortikale und cerebellär Atrophie auf, jedoch keine
septooptische Dysplasie [192].
Die Morphogenese des Gehirns innerhalb der frühen Embryonalentwicklung erfor-
dert eine feine Abstimmung zwischen Proliferation und Apoptose [146]. Ist dieses
Gleichgewicht gestört, kann es zu Hirnfehlbildungen, insbesondere zu Neuralrohrde-
fekten, kommen [114]. Es ist weiterhin bekannt, daß freie Radikale durch Aufhebung
des mitochondrialen Membranpotentials und durch Freisetzung des mitochondrialen
Cytochrom c Apoptose auslösen k̈onnen [13]. Im Zusammenhang mit Diabetes mel-
litus wurden sowohl beim Menschen als auch beim experimentellen Streptozotocin
– induzierten Diabetes mellitus im Tiermodell gehäufte Inzidenzen von fetalen Fehl-
bildungen, insbesondere von Hirnfehlbildungen beobachtet [78]. Yang et al. (1997)
konnten nachweisen, daß erhöhte Glukosespiegel zu einer gesteigerten Bildung von
Superoxid im Nervengewebe von Rattenembryos und konsekutiv zu Hirnfehlbildun-
gen f̈uhrten [30]. Cederberget al.(1997) fanden bei einem diabetischen Rattenstamm,
der besonders häufig zu Malformationen neigte, im Vergleich zu einem Fehlbildungs
– resistenten diabetischen Rattenstamm erniedrigte Katalase – Aktivitäten [222]. Ei-
ne Antioxidantien – Behandlung (Vitamine C und E) diabetischer Ratten mit hoher
Fehlbildungsrate f̈uhrte zu einem hochsignifikanten Rückgang der embryonalen Fehl-
bildungsrate [177].
Aufgrund der oben referierten Befunde aus tierexperimentellen Untesuchungen ist es
möglich, daß die septooptische Dysplasie des Patienten #7 durch Radikale verursacht
wurde. Um die Hypothese einer Schädigung durch freie Radikale zu sichern, müßten
noch weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Dabei stünde die Bestimmung der
Radikalproduktion im Cybrid – System mit unterschiedlichen Heteroplasmiegraden
für die 14849T→C – Mutation an erster Stelle [156]. Darüber hinaus ẅare es lohnend,
bei Patienten mit septooptischer Dysplasie den Antioxidantienstatus zu bestimmen,
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nach Mutationen imCytochrom b– Gen und nach einem Komplex III – Mangel in
Fibroblasten zu fahnden.














14846G→A 85 G34S 5 Belastungsinsuffizienz,
Muskelschẅache,
+ Andreuet al. [10]
15059G→A 63 G44X 7 Belastungsinsuffizienz,
Muskelschẅache, Myoglobinurie
+ Andreuet al. [7]
15084G→A 87 W113X Kindheit Belastungsinsuffizienz + Andreuet al. [10]
15168G→A 70 W141X Kindheit Belastungsinsuffizienz,
WPW – Syndrom
+ Andreuet al. [10]
15242G→A 87 G166X 9 Belastungsinsuffizienz, Epilepsie,
visuelle Halluzinationen, Depressi-
on, Stroke – like – episode
+ Keightleyet al. [100]
15243G→A 90 G166E 3 hypertrophe Kardiomyopathie, Tod
durch Herzversagen im Alter von 9
Jahren
+ Valnotet al. [202]
15498G→A 90 G251D 0.1 Tod durch Herzstillstand im Alter
von 4 Wochen, Kardiomyopathie,
Lebersteatose, akute renale Tubulus-
nekrose
? Andreuet al. [9]
15615G→A 80 G290D Kindheit Belastungsinsuffizienz + Dumoulinet al. [53]
15723G→A 87 W326X Kindheit Belastungsinsuffizienz,
Muskelschẅache
+ Andreuet al. [10]
15762G→A 85 G339E 25 Belastungsinsuffizienz + Andreuet al. [8]
24 bp Deletion 50 Del251 – 258 30 Belastungsinsuffizienz,
Muskelschẅache, Myoglobinurie,
– Andreuet al. [10]





+ de Cooet al. [41]
Neue Mutationen
14849T→C 64 S35P 0,6 Belastungsinsuffizienz, hypertro-






Neue Sequenzvarianten ungeklärter Dignit ät
15074T→C 100 S110P 2 Muskelschẅache, Hepatomegalie,
mentale Retardierung
+ diese Arbeit
15458T→C 100 S238P 3 Leigh – Syndrom, mentale Retardie-
rung, Choreoathetose, Spastik, Myo-
klonusepilepsie
– diese Arbeit
Tabelle 6.8: Übersicht der molekulargenetischen und klinischen Befunde bei Patienten mit Mutationen im
Cytochrom b– Gen. Die angegebenen Heteroplasmiegrade stammen aus der Analyse von Muskelgewebe.
Trotz Mutationen im gleichen Gen besteht eine weite Heterogenität bezüglich des Manifestationsalters und
der klinischen Befunde, ohne daß man dies durch den Heteroplasmiegrad allein erklären könnte.
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Abbildung 6.17: (A) Stammbaum der Familie A (Kasuistik, S. 29): die Mutter (A.I:2) der Indexpatientin (A.II:2)
und die Halbschwester (A.II:1) sind gesund. (B) Restriktionsfragment – Längenanalyse und Quantifizierung
der Restriktionsprodukte durch radioaktive 5’ – Markierung. Ein 163 bp langer Strang wird beim Vorhanden-
sein der 7472inC – Mutation von Bsi YI in zwei Fragmente von 138 und 25 bp geschnitten. Die Patientin A.II:2
weist sowohl im Muskel als auch in peripheren Lymphozyten 100% mutierte mitochondriale DNA auf. Bei der
Mutter findet sich nur ein geringer Heteroplasmiegrad von 4%, in den Lymphozyten der Schwester ist keine
mutierte mitochondriale DNA nachzuweisen. wt = Wildtyp, mut = Mutante
6.3 Ergebnisse des Mutationsscreenings aller mitochon-
drialer tRNAs mittels eines neu entwickelten Pri-
mersets.
Eine große Anzahl pathogener mitochondrialer Mutationen liegt im Bereich der trans-
fer – RNAs. Aus diesem Grunde erscheint es sinnvoll, für Patienten mit Verdacht auf
eine Mitochondriopathie ein Routinescreening anzubieten, das einen Großteil der Mu-
tationsorte abdeckt. Dieses sollte alle tRNAs und darübe hinaus die ḧaufigsten be-
kannten Punktmutationen in mitochondrial kodierten Strukturgenen des Komplexes I
und der ATPase umfassen. Außerdem sollte mittels long – range – PCR nach Deletio-
nen und Duplikationen im mitochondrialen Genom gesucht werden.
Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit neu entwickelte Primerset (Abnschnitt5.2.4)
erlaubt es, in wenigen Multiplex – PCR – Reaktionen alle tRNA – Bereiche der mit-
ochondrialen DNA zu amplifizieren (Abb.5.1, S. 47). Mit diesem Screening – Set
wurden insgesamt 45 Patienten mit klinischem Verdacht auf Mitochondriopathie unter-
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sucht. Dabei fanden sich sechs Mutationen. Neben der seltenen und ausführlicher dis-
kutierten Mutation der Familie A fanden sich bei zwei Familien jeweils eine 3243A→G
MELAS – und eine 8433A→G MERRF – Mutation. Ein Patient mit Kearns – Sayre –
Syndrom wies eine ca. 3.000 bp große Deletion auf.
Bei der Indexpatientin der Familie A (Kasuistik S.29) bestand biochemisch ein iso-
lierter Komplex IV – Mangel. Daher wurden zunächst die Gene der drei mitochon-
drial kodierten COX – Untereinheiten sequenziert, in denen bei Patienten mit Kom-
plex IV – Mangel bereits Mutationen gefunden worden waren [101, 98]. Im Gen der
COX I – Untereinheit fand sich eine homoplasmische 7270T→C Mutation, die jedoch
auch bei den gesunden Familienmitgliedern zu 100% vorlag. Darüber hinaus ist die
Aminos̈aure an dieser Position zwischen den Spezies nicht konserviert, so daß es sich
wahrscheinlich um eine nicht pathogene Sequenzvariante handelt. Beim Screening der
mitochondrialen tRNAs fand sich dagegen eine seltene homoplasmische Insertionsmu-
tation (7472inC) in der transfer – RNA für Serin (tRNASer(UCN)). Die Halbschwester
wies keine mutierte mitochondriale DNA auf, bei der Mutter lag ein geringer Hetero-
plasmiegrad von 4% vor.
Diese Mutation wurde schon in einer großen italienischen Familie mit Ataxie, Myoklo-
nus und Ḧorsẗorung beschrieben [190]. Im Gegensatz zu unserer Patientin war jedoch
keiner der italienischen Patienten homoplasmisch für diese Mutation. Die Schwere der
Erkrankung der italienischen Patienten korrelierte mit dem Heteroplasmiegrad. Insge-
samt gesehen war die Erkrankungsschwere in der italienischen Familie milder ausge-
prägt als bei unserer Indexpatientin, die an einer Epilepsia partialis continua verstarb.
Es ist anzunehmen, daß die 7472inC Mutation pathogen ist, da sie (1) Heteroplasmie
in klinisch nicht betroffenen Familienangehörigen zeigt (z.B. bei der Mutter der Ind-
expatientin, A.I:2), (2) in einer anderen Familie vorbeschrieben ist, die eineäh liche
Symptomatik aufweist, und (3) in 381 Normalkontrollen nicht gefunden wurde. Die
C – Insertion f̈uhrt wahrscheinlich zu einer Verzerrung der TψC – Schleife der tRNA
(Abb. 6.18, S.99). Dies kann zur Folge haben, daß die tRNASer(UCN) – Aminoacety-
lierung nicht mehr m̈oglich ist und die Translation an den Stellen abbricht, an denen
ein Serin in die Polypeptidkette eingebaut werden müßte. Einähnlicher Effekt wurde
für die 8344A→G Mutation experimentell bestätigt [57]. Durch diesen Pathomecha-
nismus kann auch der Komplex IV – Mangel bei unserer Patientin erklärt werden. Die
mitochondrial kodierte COX I – Untereinheit des Komplexes IV weist insgesamt 32
Seringruppen auf und ist damit das Serin – reichste mitochondrial kodierte Protein.
87,5% dieser Serin-Codons sind vom TypUCN. Dar̈uber hinaus existieren Hypothe-
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senüber den Weg des Protonenflusses durch Komplex IV. Diese Annahmen basieren
auf der Kenntnis der röntgenspektroskopisch aufgeklärten dreidimensionalen Struk-
tur des Gesamtkomplexes [199, 200]. In zwei dieser drei hypothetischen Ionenkanäle
spielen die Hydroxylgruppen der Serinreste 101, 103, 115, 142, 156, 454 und 461 eine
wichtige Rolle. Von diesen Seringruppen sind alle bis auf die Gruppe 101 vomUCN–
Typ.
Im Gegensatz zur progressiven Myoklonusepilepsie, die bei Mitochondriopathien oft
beobachtet wird [174, 141], ist eine Epilepsia partialis continua selten. Sie wurde bis-
her nur bei einem Patienten mit einem Leigh – Syndrom und einem anderen Patienten
mit einem Komplex I – Mangel beschrieben [11, 54]. Man kann daher annehmen, daß
bei unserer Patientin der klinische Phänotyp aufgrund der hohen
”
Mutationsbelastung“
durch die Homoplasmie aggraviert war.
Ein weiteres Symptom unserer Patientin war eine Hörsẗorung. Interessanterweise sind
Hörsẗorungen bei allen Patienten mit mitochondrialen tRNASer(UCN) – Mutationen
in variablem Ausmaß beschrieben. Kürzlich fanden Johnsonet al. (2001) in Maus –
Rückkreuzungsexperimenten heraus, daß eine Unterform der nichtsyndromalen Taub-
heit auf einer gestörten Interaktion zwischen dem nukleär n und dem mitochondrialen
Genom beruht [95]. Bei der Auspr̈agung der Symptome scheint nicht so sehr die Posi-
tion der Mutation (7445T→C [159, 158], 7497G→A[90] 7512T→C [141], 7510T→C
[88]), als vielmehr der Heteroplasmiegrad eine Rolle zu spielen [205].
Aus diesem Grund ist die Empfehlung gerechtfertigt, bei allen Patienten mit hereditärer
Schwerḧorigkeit oder Taubheit die mitochondriale tRNASer(UCN) auf Mutationen zu
untersuchen. Da mehrere Loci in der tRNASer(UCN) in Frage kommen, eignet sich am
besten die oben dargestellte Methode der direkten Sequenzierung.
Bei der 7472inC – Mutation der Familie A stellt sich die Frage, wie sich innerhalb
einer Generation aus einer geringen Heteroplasmie von 4% eine Homoplasmie von
100% entwickeln konnte. Dieser Befund ist von großer Bedeutung f¨ r die genetische
Beratung von Eltern und für die Pr̈anataldiagnostik und wird in Abschnitt6.4 disku-
tiert.
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Abbildung 6.18: Lage der bekannte Punktmutationen in der mitochondrialen tRNASer(UCN) (7472inG, Fa-
milie A). Da diese tRNA vom Gegenstrang (heavy chain) abgelesen wird, sind die mutierten Nukleotide in
der Abbildung (im Gegensatz zu der Standardbezeichnung im Text) auf RNA – Ebene dargestellt.
6.4 Genetische Beratungssituationen bei Familien mit
mitochondrial und nukleär kodierten Atmungsket-
tendefekten.
6.4.1 Familie A: die Unmöglichkeit einer pränatalen Abscḧatzung
des Risikos aufgrund der Gewebsheteroplasmie der mtDNA
Mutationen
Bei der Indexpatientin der Familie A wurde eine Mutation in tRNASer(UCN) der mit-
ochondrialen DNA gefunden. Der Heteroplasmiegrad dieser Mutation verschiebt sich
innerhalb einer Generation von 4% bei der Mutter auf eine Homoplasmie von 100%
bei der Indexpatientin. Einen̈ahnlichen Fall mit einer solchen extremen Verschiebung
publizierten Degoulet al. (1997). Bei einem 2 – jährigen M̈adchen fanden sie eine
fast homoplasmische mitochondriale 8993T→G – Mutation, die sich weder in m̈utter-
lichen Blutzellen noch in Fibroblasten nachweisen ließ [47]. Ob es sich dabei um eine
Neumutation handelte oder um eine Verschiebung des Heteroplasmiegrades von unter-
halb der Nachweisgrenze bei der Mutter zu ann¨ hernd 100% beim Kind blieb in dieser
Arbeit ungekl̈art. Die Verschiebung einer heteroplasmischen Mutation von<4% hin
zu einer Homoplasmie innerhalb einer Generation führt zu folgenden̈Uberlegungen.
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• Die aus den m̈utterlichen Blutzellen extrahierte DNA spiegelt nicht die Vertei-
lung der mutierten mitochondrialen DNA – Kopien im Ovar der Mutter wieder.
Der Heteroplasmiegrad in den Oozyten könnte wesentlich ḧoher liegen.
• Jenuthet al.(1996) wiesen bei M̈ausen nach, daß die schnelle Segregation mito-
chondrialer Polymorphismen durch einen zufälligen genetischen Drift in der
mütterlichen Keimzellbahn erfolgt. Dieser Drift kann aber nur eine Veränderung
des Heteroplasmiegrades von 10 – 30% erklären [92]. Legt man die von Jenuth
et al. gemachten Prämissen auch beim Menschen zu Grunde (200 mitochon-
driale DNA Kopien in der prim̈aren Oozyte, 24 mitotische Teilungen während
der Oogenese), lassen sich folgende Wahrscheinlichkeiten berechnen:
Fragestellung: Wie hoch ist die Wahrscheinlichkeit, daß aus einer primären Oozyte mit 4% mu-
tierter mitochondrialer DNA innerhalb von 24 mitotischen Teilungen6×106 sekund̈are Oozyten
entstehen k̈onnen, von denen einige homoplasmisch für die Mutation sind, also 100% mutierte
mitochondriale DNA enthalten. Die Anzahl der mitochondrialen DNA – Kopien, also der segre-
gierenden Einheiten in der prim̈aren Oozyte, soll ca. 200 betragen.
Um eine Oozyte mit 100% mutierter mitochondrialer DNA aus einer primordialen Keimzelle
mit 4% mutierter mitochondrialer DNA zu erhalten, muß der Heteroplasmiegrad während jeder
der folgenden 24 mitotischen Teilungen um durchschnittlich 4% ansteigen. Die Wahrscheinlich-
keit (Hm) eines Anstieges um 4% (z.B. von 36% auf 40% Heteroplasmiegrad) kann berechnet
werden aus der Anzahl der mitochondrialen DNA Kopien (N=200) und der mutierten mitochon-
drialen DNA – Molek̈ule der Mutterzelle vor der Zellteilung (M=72,∼= 30%) und der mitochon-
drialen DNA – Kopien (n=100) und der mutierten mitochondrialen DNA – Molekü in einer
der beiden Tochterzellen (m=40;∼= 40%).
Zur Berechnung bedient man sich der
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Die Wahrscheinlichkeit (p), daß sich der Prozentsatz der mutierten mitochondrialen DNA in
jederder 24 Zellzyklen um je 4% erhöht ist demnach:
p ≈ (5.88× 10−2)24 ≈ 3× 10−30
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Aus dieser Berechnung wird klar, daß mit den oben angenommenen Prämissen
eine Verschiebung von 4% auf 100% innerhalb einer Generation extrem unwahr-
scheinlich ist. Daraus ist zu folgern, daß entweder die aus dem Tierexperiment
gewonnenen Ergebnisse für den Menschen nicht zutreffen oder daß weitere Fak-
toren zu beachten sind:
(A) Die statistische Berechnung geht von einer vollständig zuf̈alligen Verteilung
der mutierten mitochondrialen DNA – Kopien aus. Dies ist jedochin vivoselten
der Fall, da die mutierten Mitochondrien die Tendenz zeigen, wie aus elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen bekannt, sich oft an einer Stelle zusammen-
zulagern. In diesem Fall könnte die Segregation wesentlich schneller verlaufen,
und es k̈onnte zu gr̈oßeren Unterschieden zwischen den Generationen kommen.
(B) Eine weiterer zu beachtender Faktor wäre, daß mutierte mitochondriale DNA
bei der Replikation bevorzugt werden kann. Dies wurde in Muskelgewebe be-
reits mehrfach beschrieben [223, 214]. Auch dann k̈onnte die Segregation zur
Homoplasmie schneller als vermutet voranschreiten.
Aus diesen Untersuchungen wird ersichtlich, daß Müttern mit nachgewiesener mito-
chondrialer DNA – Mutation in einer genetischen Beratung keine vernünftige Risko-
abscḧatzung angeboten werden kann. Als einziger Ausweg käme hier die Pr̈aimplanta-
tionsdiagnostik in Frage. Briggset al. (2000) entwickelten eine elegante Methode, die
es erlaubt, den Heteroplasmiegrad einer noch unbefruchteten Oozyte zu bestimmen.
Die für die Funktion der Oozyte irrelevanten Polk¨ rperchen enthalten mutierte und
nichtmutierte mitochondriale DNA in einem der Oozyte sehrä nlichen Verḧaltnis. Sie
können entfernt und ihr Heteroplasmiegrad kann mit sensitiven quantitativen PCR –
Techniken bestimmt werden. Somit sind Vorhersagenüber eine individuelle Oozyte
möglich, die dannin vitro befruchtet oder verworfen werden kann [25].
6.4.2 Familie B: Fehler in der Pränataldiagnostik durch Zellkultur-
artefakte
Familie B (Kasuistik S.31, Stammbaum S.65) wünschte nach der Geburt der Index-
patientin in der folgenden Schwangerschaft eine Pränataldiagnostik. Zum damaligen
Zeitpunkt war die nuklëar kodierte 632C→T Mutation desNDUFV1– Gens noch nicht
bekannt, so daß die Diagnostik allein auf der biochemischen Messung der Komplex I –
Aktivit äten beruhte. Die Resultate waren widersprüchlich, da die nativen Chorionzot-
ten normale, die gezüchteten Chorionzotten jedoch pathologisch erniedrigte Komplex
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I – Aktivit äten aufwiesen (Tab.6.9, S.102). Da die Eltern einen hohen Grad an Sicher-
heit wünschten, wurde die Schwangerschaft abgebrochen. Die Aktivität des Komple-
xes I im fetalen Muskel war jedoch normal.
Aufgrund dieser diskrepanten Befunde wurden die Messungen an dem bei – 80oC auf-
bewahrten fetalen Muskelgewebe und gezüchteten Chorionzellen wiederholt, aber die
Messung bestätigte die urspr̈unglichen Ergebnisse. Daraufhin suchte ich in der DNA
des abortierten Feten nach der 632C→T Mutation. Es fand sich eine Heterozygotie
(Abb. 6.8, S.65), die mit dem normalen biochemischen Ergebnis des fetalen Muskels
im Einklang stand. Heterozygote Individuen weisen keinen biochemisch messbaren
Komplex I – Mangel auf [126]. Dies konnte durch die Bestimmung normaler Komplex
I – Aktivit äten in den Fibroblasten der Eltern bestätigt werden. Milunski & Cheney
(1999) entdeckten in 3 von 24 Chorionzottenbiopsien mütterliche Zellen und schlos-
sen daraus, daß die mikroskopische Inspektion des Biopsates nicht aussreicht, um ei-
ne Kontamination durch m̈utterliche Zellen auszuschließen [134]. Daher verglich ich
den genetischen Fingerabdruck von 10 polymorphen Mikrosatellitenmarkern der Mut-
ter und des fetalen Muskelgewebes mit dem der gezüchteten Chorionzotten und fand,
daß die gez̈uchteten Chorionzotten ausschließlich den maternalen Genotyp aufwiesen.
Diese Zellen, die wahrscheinlich der maternalen Dezidua entstammen, hatten nach
mehreren Passagen in der Zellkultur die fetalen Zellen verdrängt.
Tabelle 6.9: Atmungskettenkomplex – Aktivitäten der Familie B. ? Ergebnisse dargestellt als mU/U Cyto-
chrom c Oxidase – Aktivität, † Ergebnisse dargestellt als mU/U Citratsynthase – Aktivität, § Aktivitätsmessung
in einer Mitochondrien – angereicherten Fraktion, • Aktivitätsmessung im Gewebshomogenat, Die Norm-
werte sind nicht normalverteilt, daher ist hinter jedem Meßwert in Klammern der 5-95 Perzentilenbereich des
Normalkollektivs angegeben.
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Dieser Befund erkl̈art aber nicht die erniedrigte Komplex I – Aktivität in diesen Zellen,
die eigentlich normal sein m̈ußte, da sie heterozygot sind.
Um herauszufinden, ob die biochemischen Normalwerte gezüchteter Deziduazellen
von denen der gezüchteten Chorionzellen abweichen, wurden mütterliche Deziduazel-
len aus Chorionzottenbiopsien angezüchtet, die in der Routinediagnostik gewonnen
worden waren, z.B. zum Ausschluß von Chromosomenaberrationen. Die Komplex I –
Aktivit ät der gez̈uchteten Deziduazellen der 2. Schwangerschaft war auch im Hinblick
auf diese Normwerte pathologisch erniedrigt (Tab.6.9, S.102), so daß man annehmen
muß, daß Zellkultur – Artefakte die Atmungsketten – Aktivitäten der Zellen beeinflußt
hatten. In ca. 2% der F̈alle ist in Chorionzotten ein chromosomales Mosaik nachweis-
bar [185], welches aber im vorliegenden Fall durch die Karyotypisierung ausgeschlos-
sen werden konnte.
Da die Mutation zum Zeitpunkt der 3. Schwangerschaft bekannt war, konnten alle zur
Verfügung stehenden Methoden zur Pränataldiagnostik eingesetzt werden. Die Ergeb-
nisse waren nun miteinander vereinbar. (1) Sowohl die nativen als auch die gezücht ten
Chorionzotten waren fetaler Herkunft, (2) der Genotyp für die 632C→T Mutation war
heterozygot, (3) die Komplex I – Aktivitäten waren in allen gemessenen Zellen nor-
mal. Das inzwischen 2 – jährige Kind ist gesund.
Der vorliegende Fall demonstriert die Schwierigkeiten einer Pränataldiagnostik, die
nur auf biochemischen Untersuchungen beruht. Zur Verbesserung der diagnostischen
Sicherheit sollten folgende Punkte beachtet werden:
• Bevor den Eltern eine Pränataldiagnostik angeboten werden kann, muß sicher-
gestellt sein, daß der biochemische Defekt sowohl im Muskel als auch in den
Fibroblasten des Indexpatienten nachweisbar ist.
• Es gen̈ugt nicht, die Kontamination durch m̈utterliche Zellen nach Entnahme ei-
ner Chorionzottenbiopsie durch Sichtkontrolle im Lichtmikroskop auszuschlie-
ßen.
• Alle molekulargenetisch und biochemisch untersuchten Proben müssen per Haplo-
typisierung mit mehreren Mikrosatellitenmarkern auf ihre genetische Identität
hin überpr̈uft werden. In der Zellkultur k̈onnen wenige, aber schneller wachsen-
de m̈utterliche Zellen in kurzer Zeit die Kultur dominieren, insbesondere dann,
wenn die fetalen Zellen aufgrund eines Atmungskettendefektes langsamer wach-
sen.
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• Es ist zu bedenken, daß die Atmungskettenaktivitäten der gez̈uchteten Zellen
durch nicht identifizierte, spezielle Zellkultur – Faktoren beeinflußt werden kön en.
Um diese Artefakte zu minimieren, sollten die Zellkulturbedingungen der Nor-
malkontroll – Zellen und der zu messenden Zellen identisch sein.
• Ein sicheres Ergebnis der Pränataldiagnostik kann den Eltern nur dann mitgeteilt
werden, wenn die biochemischen Befunde aus nativen und gezüchteten Zellen
übereinstimmen.
Zusammenfassung und Ausblick
Mitochondrien haben eine entscheidende Rolle im Zellmetabolismus, da sie den Haupt-
ort der ATP – Produktion darstellen. Störungen des mitochondrialen Metabolismus
sind mit einem weiten Spektrum von Erkrankungen und betroffener Organsysteme as-
soziiert. Das Gehirn und die Muskulatur sind aufgrund ihres hohen Energiebedarfs so
regelhaft betroffen (Epilepsie, Ataxie, Myopathie), daß die Mitochondriopathien zum
Fachgebiet des Neuropädiatrie z̈ahlen.
Die Vererbung mitochondrialer Erkrankungen wird durch mehrere, den Mitochondrien
eigenẗumliche Faktoren bestimmt: (1) Eine Zelle enthält tausende Mitochondrien und
eine entsprechende Anzahl von Kopien mitochondrialer Genome. (2) Mutationen k¨ -
nen nur einen Teil der Mitochondrien einer Zelle betreffen und zur Koexistenz zweier
oder mehrerer mitochondrialer Genotypen innerhalb der gleichen Zelle führ n, wo-
bei der Prozentsatz mutierter Kopien oft die Schwere des Krankheitsbildes beeinflußt.
(3) Sie werden im Falle mitochondrialer DNA – Mutationen maternal vererbt. (4) Die
Mehrheit mitochondrialer Proteine wird durch die nukleär DNA kodiert, deren Ver-
erbungsmodus den Mendel’schen Gesetzen folgt.
In der vorliegenden Arbeit werden Ergebnisse aus miteinander verbundenen Forschungs-
projekten vorgestellt, in welchen sowohl klinische und neurophysiologische als auch
biochemische und molekulargenetische Methoden zur Anwendung kamen. Die Patien-
ten stammten aus der eigenen neuropädiatrischen Sprechstunde der Charité, aus dem
”
Nijmegen Center for Mitochondrial Diseases“ und von einsendenden Kollegen aus
Deutschland und Europa. Insgesamt wurden 108 Patienten und in der Mehrzahl der
Fälle auch ihre Familienmitglieder untersucht.
In der Arbeit wurden mehrere Ziele verfolgt:
• An erster Stelle stand die Auffindung genetischer Ursachen der häufigsten Mito-
chondriopathie, des isolierten Komplex I – Mangels. Zu Beginn der Arbeit (1997)
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waren noch keine nukleär kodierten Gendefekte bekannt. Es war daher zu ver-
muten, daß Patienten mit einem biochemisch nachgewiesenen, isolierten Kom-
plex I – Mangel einen Gendefekt in einer der strukturellen Untereinheiten dieses
Atmungskettenkomplexes aufweisen mußten. Da die NDUFV1 – Untereinheit
die
”
Eintrittspforte“ der Elektronen in den Komplex I darstellt, ist sie funktio-
nell besonders wichtig. Aus diesem Grunde konzentrierte ich meine genetische
Suche auf diese Untereinheit, deren genomische Struktur beim Menschen vorher
nicht bekannt war.
Zuerst bestimmte ich die vollständige cDNA und genomische Sequenz des mensch-
lichen NDUFV1 – Gens mit seinen 10 Exons einschließlich aller Intronsequen-
zen. Das offene Leseraster des Gens ist 1392 bp lang und weist eine hohe Homo-
logie zwischen allen eukaryontischen Spezies auf. Funktionell wichtige Domänen
des Proteins sind bis zuEscherichia colikonserviert. Es fand sich darüber hin-
aus eine Antisense – Homologie zwischen der Sequenz desNDUFV1 und der
Sequenz desγ – Interferon induzierbaren Proteins IP30, so daß eine immunmo-
dulatorische Wirkung desNDUFV1– Gens denkbar ist.
Ich untersuchte 30 Patienten mit isoliertem Komplex I – Mangel, die mit Ver-
dacht auf eine Mitochondriopathie an das
”
Nijmegen Center for Mitochondri-
al Diseases“̈uberwiesen worden waren. In 4 Fällen fand ich neue Mutationen
im NDUFV1– Gen. Dadurch ergab sich die Möglichkeit, diesen Familien eine
präzise genetische Beratung und Pränataldiagnostik zukommen zu lassen.
• Das zweite Thema dieser Arbeit ist die klinische und genetische Charakterisie-
rung einer Gruppe von 33 Patienten mit Komplex III – Mangel. Die Patienten
wurden mittels eines Erhebungsbogens hinsichtlich ihrer Symptome evaluiert.
Die klinischen Symptome waren jedoch so heterogen, daß keine für einen Kom-
plex III – Mangel typischen Symptomenkonstellationen herausgearbeitet werden
konnten.
Bei der Sequenzierung desCytochrom b– Gens dieser 33 Patienten fand ich bei
einem Patienten eine sicher pathogene Mutation und bei zwei weiteren Patienten
neue Sequenzvarianten, deren Pathogenität cht zu kl̈aren war. Der erste Patient
hatte neben dem Komplex III – Mangel eine septooptische Dysplasie. Bei die-
sem Krankheitsbild wurde bisher eine Mutation imHESX1– Gen nachgewiesen,
die jedoch nur in 4% der F̈alle als Ursache in Frage kommt. Die septooptische
Dysplasie unseres Patienten mit einer mitochondrialenCytochrom b– Mutation
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und einem Komplex III – Mangel läßt vermuten, daß ein neuer pathogenetischer
Mechanismus beteiligt sein muß (z.B. Schädigung durch freie Radikale).
• Das dritte Ziel meiner Arbeit war die Vereinfachung und Beschleunigung der
Mutationsdetektion in der mitochondrialen DNA. Die meisten durch die mit-
ochondriale DNA vererbten Erkrankungen sind durch Mutationen der mitochon-
drialen tRNAs bedingt. Ich entwickelte eine konstengü stige und einfach zu
handhabende Methode zur Sequezierung aller tRNAs in einem Multiplex – As-
say. Dar̈uber hinaus entwickelte ich eine Methode, welche Genotypisierungen
mit Fluoreszenzmarkern zu einem Bruchteil der bisherüblichen Kosten erlaubt
und beim Deutschen Patentamt zum Patent angemeldet wurde.
Bei der Untersuchung von 45 zuvor biochemisch nicht klassifizierten Patienten,
bei denen aufgrund klinischer Symptome oder einer Laktatazidose der Verdacht
auf eine Mitochondriopathie bestand, fand ich 6 Mutationen in der mitochon-
drialen DNA. Bei einer davon zeigte sich eine Erhöhung des Heteroplasmie-
grades zwischen den Generationen von 4% auf 100%. Dies bedeutet, daß selbst
Mütter mit niedrigem Heteroplasmiegrad in somatischen Zellen ein derzeit nicht
genau abzuschätzendes Risiko aufweisen, homoplasmisch erkrankte Kinder zu
bekommen.
Neben den molekulargenetischen Ergebnissen lassen sich aus der Arbeit eine Reihe
von Empfehlungen f̈ur Genetiker und P̈adiater hinsichtlich Diagnostik und genetischer
Beratung bei mitochondrialen Erkrankungen ableiten.
1. Bei Patienten mit hereditärer nicht – syndromaler Schwerhörigkeit oder Taub-
heit sollte außer nach Mutationen in nukleär n Genen und der mitochondrialen
1555A→G – Mutation auch mittels direkter Sequenzierung nach Mutationen in
der tRNASer(UCN) gefahndet werden.
2. Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie sollten auf einen Komplex III –
Mangel und aufCytochrom b– Mutationen untersucht werden. Ein positiver
Mutationsnachweis hat therapeutische Konsequenzen, da Patienten gü stig auf
eine Therapie mit Menadion und Ascorbinsäure reagieren.
3. Wünschen Eltern eine Pränataldiagnostik ohne bekannten primären Gendefekt,
kann diese unter Beachtung einiger Vorsichtsmaßnahmen auf biochemischem
Wege erfolgen: (1) Der biochemische Defekt muß in mindestens zwei Geweben
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des Indexpatienten nachweisbar sein. (2) Es genü t icht, die Chorionzottenbi-
opsie lichtmikroskopisch auf Kontamination mit mütterlichem Gewebe zu un-
tersuchen. (3) Alle untersuchten Proben müssen per Haplotypisierung mit meh-
reren Mikrosatellitenmarkern auf ihre genetische Identität überpr̈uft werden. In
der Zellkultur k̈onnen wenige, aber schneller wachsende mütterliche Zellen in
kurzer Zeit die Kultur dominieren, insbesondere dann, wenn die fetalen Zellen
aufgrund eines Atmungskettendefektes langsamer wachsen. (4) Ein sicheres Er-
gebnis der Pr̈anataldiagnostik kann den Eltern nur dann mitgeteilt werden, wenn
die biochemischen Befunde aus nativen und gezüchteten Zellen̈ubereinstim-
men.
Es ist zu erwarten, daß in der nächsten Zeit immer mehr Gene beschrieben werden,
deren Sẗorungen mit Mitochondriopathien einhergehen. Eine Sequenzierung all die-
ser Kandidatengene bei Patienten mit vermuteter Mitochondriopathie wird einen nicht
mehr zu beẅaltigenden Aufwand darstellen. Hier wäre eine Methode ẅunschenswert,
die einen Blick auf alle mitochondrialen Proteine
”
aus der Vogelperspektive“ erm̈oglicht,
um potentielle Erkrankungsgene aufzusp¨ ren und gezielt zu sequenzieren. In Zusam-
menarbeit mit Herrn Prof. Dr. J. Klose (Institut für Humangenetik der Humboldt Uni-
versiẗat Berlin) m̈ochte ich im Rahmen eines BMBF – Projektes ein Verfahren ent-
wickeln, mit dem sich die Proteine einer gereinigten subzellulären Mitochondrienfrak-
tion in einer hochaufl̈osenden 2D – Gelelektrophorese darstellen lassen [110]. Pro-
teine, die vom Laufverhalten der Normalkontrollen abweichen, werden dann mittels
MALDI – TOF – Massenspektometrie identifiziert und molekulargenetisch untersucht.




Proteomics“ versprechen wir uns neben
der Verbesserung der Diagnostik auch grundlegende Erkenntnisse zur mitochondrialen
Geninteraktion und – regulation.
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Auguste–Viktoria–Haus (Direktor: Prof. Dr. D. Scheffner) und später
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